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Abstract not available for DE 69528705 (T2) 

Abstract of corresponding document: WO 9604547 (A1) 

A microchip loboratory system (10) and method 
provide fluidic manipulations for a variety of 
applications, including sample injection for microchip 
chemical separations. The microchip is fabricated 
using standard photolithographic procedures and 
chemical wet etching, with the substrate and cover 
plate joined using direct bonding. Capillary 
electrophoresis and electrochromatography are 
performed In channels (26, 28, 30, 32, 34, 36, 38) 
formed in the substrate. Analytes are loaded into a 
four-way intersection of channels by 
electrokinetically pumping the analyte through the 
Intersection (40), followed by a switching of the 
potentials to force an analyte plug into the 
separation channel (34). 
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Gebiet der Erfindunq 

Die vorliegende Erfindiing betrifft allgemein Miniaturinstmmente fUr die chemische Analyse, 
chemische Messung und Synthase und spezieller elektrisch gesteuerte Manipulationen von Fluiden 
in mil<rotechnisch hergestellten KanSlen. Diese Manipuiafionen konnen in einer Vielzahl von Anwen- 
dungen eingesetzt werden, einschlielilich der elektrisch gesteuerten Manipulation von Fluid fur 
Kapillarelektrofcrese, FlUssigcl'irornatographie, FlieKinjektionsanalyse und chemische Reaktion und 
Synthese. 

Hintergrund der Erfindunq 

Laboranalyse ist ein sc:hwieriges Verfahren. Die Erfassung von chemischer und biochemi- 
scher Information erfordert teuie Ausrustung, spezialisierte Laboratorien und hochqualifiziertes Per- 
sonal. Aus diesem Grund werden Laboruntersuchungen nur unter bestimmten Umstanden durchge- 
fiihrt, wo der Erhalt von chennischer Information nutzlich ist. Ein grolier Anteil an Untersuchungen, 
sowohl in der Forschung als auch unter klinischen Umstanden, wird mit groben manuellen Methoden 
durchgefuhrt, die durch hohe Laborkosten, hohen Reagenzienverbrauch, lange Umsetzungszeiten, 
relative Ungenauigkeit und schlechte Reproduzierbarkeit gekennzeichnet sind. Die Praxis von Tech- 
niken, wie Elektroforese, die in der Biologie und in medizinischen Laboratorien weit verbreitet ange- 
wendet werden, hat sich In dreiiiig Jahren nicht wesentlich geandert. 

Vorgflnge, die bei typischen Laborverfahren durchgefQhrt werden, umfassen Probenprapara- 
tion, chemische/biochemische Umwandlungen, Probenfraktionierung, Signalerfassung und Daten- 
verarbeitung. Urn diese Aufgaben zu bewaltigen, werden Flussigkeiten hSufig mit volumetrischer 
Genauigkeit gemessen und veiteilt, miteinander gemischt und einer Oder mehreren verschiedenen 
physikallschen oder chemischEm Umgebungen ausgesetzt, die eine Umwandlung oder Fraktionie- 
rung durchfuhren. Unter Forschungs-, DIagnostik- oder Entwicklungssituatlonen werden diese Vor- 
gSnge in einem makroskopischen Malistab durchgefuhrt, wobei Fluidvolumina im Bereich von weni- 
gen Mikrolitern bis zu mehreren Litem gleichzeitig venvendet werden. Indivlduelle Vorgange werden 
nacheinander durchgefuhrt, wobei haufig unterschiedliche spezialisierte Ausrustung und Instruments 
fur separate Stufen in dem Verfahren venwendet werden. Komplikationen, Schwierigkeiten und Auf- 
wand sind haufig das Ergebnis von Vorgangen, die mehrere Laborverarbeitungsstufen umfassen. 

Viele Arbeitskrafte habsn versucht, diese Probleme durch Schaffung integrierter Laborsy- 
steme zu losen. Herkommliche Robotereinheiten wurden angepalit, urn Pipettieren, Probenhandha- 
bung, Mischen von LSsungen sowie einige Fraktionierungs- und Erfassungsvorgange durchzufiih- 
ren. Jedoch sind diese Einheitsn hochkompliziert, sehr teuer und ihr Betrieb erfordert soviel Trai- 
ning, daS ihre Verwendung auf eine relativ geringe Anzahl von Forschungs- und Entwickiungspro- 
grammen gesteuert war. Erfcilgreicher waren automatisierte klinische Diagnostiksysteme zum 
schnellen und preiswerten Durchfuhren einer geringen Anzahl von Anwendungen, wie klinischen 




chemischen Tests fur die Mencjen von Glucose, Elektrolyten und Gasen im Blut. Leider ist solch eine 
AusrQstung aufgrund ihrer KornplexitSt, groRen Abmessung und hohen Kosten in ihrer Anwendung 
auf eine geringe Anzahl diagncetischer Gegebenheiten gesteuert. 

Der Wunsch, die Vorteile von integrierten Systemen in einem breiteren Ralimen von Labor- 
5 anwendungen auszunutzen, fQhrte zu Vorschlagen, solclie Systeme zu miniaturisieren. In den 80er 
Jahren wurde betrachtlicher Forschungs- und Entwicl^lungsaufwand in eine Untersuchung des Kon- 
zepts von Biosensoren investiort mit der Hoffnung, sie ItOnnten den Bedarf erfiillen. Solciie Einricli- 
tungen nutzen selektive clienniische Systeme Oder Bjonnolel<Qle, die an neue Erfassungsmethoden 
gekoppelt sind, wie Elektrocliemie und Optiken zur Umvi/andlung chemischer Signale in elektrischie, 

10 die von Computem und anderen Signalverarbeitungseinheiten interpretiert werden kOnnen. Leider 
waren Biosensoren eine wirtscliaftliche Enttauschung. Weniger als 20 kommerzialisierte Produkte 
waren 1993 eriiaitlicli, was Einnahmen in den USA von weniger als $ 100 IVlillionen ausmachte. Die 
I meisten Beobachter stimmen darin iiberein, daft dieser Fehlschlag in erster Linie eiier einen teciino- 
logisclien Hintergrund hat, als dalJ er eine Fehlinterpretation des Marktpotentials wiederspiegelt. 

15 Tatsachlich wurden viele Situationen, wie umfangreiches Screenen nach neuen Arzneimittein, hoch- 
gradig parallele genetische Foiscliung und Erprobung, Mikrocliemie zur Minimierung von kostspieli- 
gem Reagenzienverbrauch unci Abfallerzeugung sowie Diagnostik am Krankenbett Oder in der Arzt- 
praxis in hohem Mafie von miniaturisierten integrierten Laborsystemen profitieren. 

In den frUhen 90er Jahren begann man, die MCglichkeit der Schaffung von Miniaturversionen 

20 von herkdmmlicher Technologie zu diskutieren. Andreas Manz war einer der ersten, der die Idee in 
der wissenschaftlichen Presses artikulierte. Indem er sie "miniaturisierte Gesamtanalysesysteme" 
Oder "|j-TAS" nannte, sagte er voraus, da(5 es mogiich sein wCirde, mikroskopische Vereionen der 
verschiedenen Elemente, die notwendig sind, chemische oder biochemische Proben zu verarbeiten, 
in einzelne Einheiten zu integritsren, urn dabei ein automatisiertes Experimentieren zu errelchen. Seit 

25 dieser Zeit tauchten Miniaturkomponenten auf, insbesondere molekulare Trennverfahren und Mlkro- 
I ventile. Jedoch wurden Versuclie, diese Systeme in vollstgndig integrierte Systeme zu komblnieren, 
nicht mit Erfolg umgesetzt. Di«.>s liegt in erster Linie daran, dafi sich die genaue l\4anlpulation von 
kleinen Fluidvolumina in extrem engen KanSlen als eine schwierige technologische HUrde enwiesen 
hat. 

30 Ein hervortretendes Gebiet, das einer Miniaturisierung zuganglich ist, ist die Kapiliarelektro- 

forese. Kapiliarelektroforese wurde eine gSngige Technik zur Trennung von geladenen Molekulspe- 
zies in Losung. Die Technik wird in kleinen Kapillarrohrchen durchgefuhrt, urn Bandenverbreite- 
rungseffekte aufgrund von terniinaler Konvektion zu verringern und damit die Auflosungsleistung zu 
verbessern. Die kleinen Rohrchen setzen voraus, dafi genaue Volumina von Materialien in der Gro- 

35 IJenordnung von Nanolitern fur die Injektion der Probe in das TrennungskapillarrOhrchen gehandhabt 
werden mussen. 

Derzeitige Techniken 2;ur Injektion umfassen Elektromigration und Saugheben von Probe 
aus einem Behalter in ein kontinuieriiches Trennrohrchen. Beide dieser Techniken leiden unter rela- 
tiv schlechter Reproduzierbarkisit, und Elektromigration leidet zusatziich unter einem Fehler auf der 




Goindlage der elektroforetischen Mobilitat. Bei beiden Probentechniken mull das Einla&ende des 
Analysekapillarrohrchens von einem Pufferreservoir zu einem Reservoir, das die Probe enthait, 
uberfuhrt warden. Daher ist eine mechanische Manipulation involviert. Fur die Sauglnubinjektion wird 
das Probenreservoir Uber das Pufferreservoir gehoben, wobei das Ausgangsende der Kapillare fUr 
5 einen festen Zeitraum gehalton wird. 

Eine Elektromigrationsinjektion erreicht man, indem man ein in geelgneter Weise polarisier- 
tes eiektrisclies Potential fur eine vorgegebene Dauer entlang des Kapillarrohrchens aniegt, wShi- 
rend das Eintrittsende der Ks pillare sicfi in dem Probenreservoir befindet. Dies kann zu einem Pro- 
benfehler fuliren, well eine ur verhaltnismaliig groliere Menge der Spezies mit hoheren elektroforeti- 
10 schen Mobilitaten in das Rohrchen wandert. Die Kapillare wird aus dem Probenreservoir entfemt 
und nacli der InjektlonsdauerfCir belde Technlken wiederin dem Eintrittspufferreservoir plaziert. 

Anal. Cfiem. 1993, (55, 2637-2642 (Effenhauser et al.) offenbart "Glasspane fur Hoch- 
I geschwindigkeitskapillareiektroforesetrennungen mit Submikrometer-Bodenhohen". Der offenbarte 
"Glasspan" enthait Kapillare, die in eine Glasplatte geatzt und mit einer Deckplatte abgedeckt sind. 
15 "Locher in der Deckplatte gev/Shren Zugang zu den Kapillaren; PIpettenspitzen, die in diese Locher 
eingeklebt sind, dienen als Reservoirs." Es wird ein Span mit seclis Reservoirs offenbart, die mit 1 
bis 6 numeriert sind. 

Kleine aliquote Teile ^on Proben werden zwiscfien Reservoirs, z.B. elektroosmotlscfi, be- 
wegt. "Aniegen einer Spannung zwisciien Resen'oirs 1 (+2 kV) und 4 (Erdung) bewirkt, dafi eine 

20 ProbenlSsung elektroosmotisch von 1 nacfi 4 gepumpt wird, wobei der 150 pm Abschnitt (Proben- 
schleife) der Trennkapiliare (fiorizontaler Kanal in Figur 1) gefUllt winj. Nach einem Verzogerungs- 
zeitraum von 1 Sekunde wircl die Trennungsspannung zwischen Reservoirs 2 (positiv) und 5 (Er- 
dung) angelegt, was einen FluB von Pufferlosung von 2 nach 5 und ein Befdrdern des Probenpfrop- 
fens in den Trennkanal induziert. Auf diese Art und Weise kSnnen geometriscli gut definierte Pro- 

25 benpfropfen von etwa 100 pi \^olumen reproduzlerbar injiziert werden. Eine zusatzllcfie Kapillare, die 

I zum Reservoir 3 fuiirt, erlaubt eine Injektion von zwei zusatzlichen PfropfengroBen (Injektion von 1 
nach 3, 300 pm; von 3 nach 4, 400 pm)." 

Science, 1993, 261, 895 (IHanison et al.) titelt "Mikrotechnische Herstellung eines miniaturi- 
sierten auf Kapillarelektroforese basierenden chemischen Anaiysesystems auf einem Chip". Kapil- 

30 larkanale werden in ein Glassubstrat geatzt. "Stromungsrate und Stromungsrlchtung des Losungs- 
mittels in einen Verteiler von sich kreuzenden KanSlen" wird gesteuert "durch gleichzeltiges Aniegen 
von Spannungen an jeden der Kapillarkanale". 

Ein weiteres Verfahren zur Steuerung des Volumens eines Probenpfropfens und dessen 
Injektion in eine IVIikrochlpelektroforesevorrichtung ("gedrangte" Beladung) ist in Anal. Chem. 1994, 

35 66, 1107-1113 beschrieben. 

Anal. Chem. 1994, 66, 2369-2373 (Jacobson et al.) offenbart "Elektrochromatographle mit 
offenem Kanal auf einem Mikrochip". Eine Anordnung von Kanaien, die Reservoirs mitelnander ver- 
binden, wird durch Photolithographie und Atztechniken in einer Glasplatte ausgebildet. Elektroosmo- 
se wird dazu verwendet. Fluid zwischen den Reservoirs durch die Kanale zu bewegen. 



Es besteht ein anhalteinder Bedarf nach Verfahren und Vorrichtungen, die zu verbesserter 
elektroforetischerAuflcisung und verbesserter InjektionsstabilitStfuhren. 

Gesichtspunkte der Erfindung sind in den Patentanspruclien angegeben. 

Ein Geslchtspunkt der vorliegenden Erfindung stellt ein Verfaliren zum Verteilen von Fluid- 
proben aus einem Fiuidmateriai in einem Mii<rochiplaborsystem bereit, wobei das System einen Auf- 
bau mit integrierten Kanaien in einer FIQssigl^eitsverbindung mit wenigstens vier Reservoirs zur Auf- 
nahme des Fluidmateriais und ein System zum Aniegen eines elelctrischen Potentials an die wenig- 
stens vier Reservoirs aufwelst, wobei die Kandie eine Kreuzung definieren aus: (a) einem ersten 
Kanal, iiber den ein erstes Vorratsreservoir in FlOssigkeitsverbindung mit der Kreuzung ist, einem 
zweiten Kanal, iiber den die Kreuzung in Flussigkeitsverbindung mit einem ersten Abfallreservoir ist, 

(b) einem dritten Kanai, Qber den ein zweites Vorratsreservoir in Flussigkeitsverbindung mit der 
Kreuzung ist, und (c) einem Trennkanal, uber den die Kreuzung in Flussigkeitsverbindung mit einem 
zweiten Abfallreservoir ist, wobei das Verfahren die Stufen umfalit, in denen man: 

A) Potentiate an die ersten und zweiten Vorratsreservoirs und an die ersten und zweiten 
Abfallreservoirs in der Weise aniegt, daft Material von dem zweiten Vorratsreservoir 
zu den ersten und zweiten Abfallreservoirs und Material von dem ersten Von-atsre- 
servoir zu dem ersten Abfallreservoir stromt, so dalJ Material von dem ersten Vorrats- 
reservoir zu der Kreuzung geliefert wird, 

B) Potentiate an v/enigstens das erste Von'atsreservoir und das zweite Abfallreservoir 
aniegt, so dafi die Umleitung einer Probe aus Material, das aus dem ersten Vorrats- 
reservoir stammt, von der Kreuzung zu dem Trennkanal beginnt, und 

C) die Potentiate aus Stufe A) emeut aniegt, urn die Umleitung zu beenden und die Pro- 
be durch den Trennkanal zu bewegen. 

Ein Mikrochiplaborsystem gemSB dem einen Geslchtspunkt der Erfindung umfalit einen Auf- 
bau mit integrierten KanSlen in^ einer Flussigkeitsverbindung mit wenigstens vier Reservoirs zur Auf- 
nahme von Fiuidmateriai und ein System zum Aniegen von elektrischen Potentialen an die wenig- 
stens vier Reservoirs, wobei die Kanale eine Kreuzung definieren aus: (a) einem ersten Kanal, Qber 
den ein erstes Vorratsreservoir in Flussigkeitsverbindung mit der Kreuzung ist, einem zweiten Kanal, 
Ober den die Kreuzung in Flussigkeitsverbindung mit einem ersten Abfallreservoir ist, (b) einem drit- 
ten Kanal, tiber den ein zweites Vorratsreservoir in Flussigkeitsverbindung mit der Kreuzung ist, und 

(c) einem Trennkanal, iiber den die Kreuzung in einer Fiussigkeitsverbindung mit einem zweiten 
Abfallreservoir ist, wobei das System zum Aniegen elektrischer Potentiate so ausgelegt ist, daS es 
nach dem Verfahren gemali dem genannten ersten Gesichtspunkt der Erfindung arbeitet. 

Ausfiihrungsfomien der vorliegenden Erfindung, die hierin beschrieben sind, stellen Mikro- 
chiplaborsysteme und Verfahren bereit, die es eriauben, komplexe biochemische und chemische 



Verfahren auf einem Mikrochip unter elektronischer Steuerung durchzufuhren. Das Mikrochiplabor- 
system umfalit eine Materialhandhabungseinrichtung, die Materialien durch ein System von mitein- 
ander verbundenen, integrierten Kanglen auf einem Mikrochip transportiert. Die Bewegung der Ma- 
terialien wird durch Steuerung der elektrisclien Felder, die in den integrierten KanSlen erzeugt wer- 
den, genau gelenkt. Die genaue Steuerung der Bewegung dieser l\^aterialien ermdglicht prSzises 
IVIischen, Trennen und Umsetzen, wie es bendtigt wird, um ein gewtinsclites biochemisches oder 
chemisches Verfalinen zu impiementieren. 

Ein besseres VerstSndnIs der Erfindung erhSit man anhand der nachfolgenden erlSutemden 
Beschreibung in Verbindung mit den anhSngenden Zeichnungen, welche bevorzugte AusfQhmngs- 
fomien der Erfindung offenbaren. 



Kurze Beschreibung der Fiqur en 



Figur 1 

Figur 2 
Figur 3 

Figur 4 
Figur 5 

Figur 6 

Figur 7 

Figur 8{a) 

Figur 8(b) 

Figur 8(c) 

Figur 9 

Figur 10 

Figur 1 1 
Figur 12 



ist ein€^ schematische Darstellung einer AusfUhrungsfomn der vorliegenden 

Erfindung; 

ist eine vergrbRerte vertikale Querschnittsdarstellung eines gezeigten Kanals; 
ist eine schematische Draufsicht auf einen i\/likrochip gemaii einer AusfOh- 
rungsform der vorliegenden Erfindung; 

ist eine vergrolierte Darstellung des Kreuzungsbereichs aus Figur 3; 

zeigt C(yD-Bilder eines Pfropfens aus Analyt, der sich durch die Kreuzung der 

AusfQhrungsfonm nach Figur 3 bewegt; 

ist eine schematische Draufsicht auf ein i\^ikrochiplaborsystem (welches nicht 
der vorliegenden Erfindung entspricht); 

ist ein CCD-Bild eines "Probenbeladungsmodus fUr Rhodamin B" (schattierter 
Bereich); 

ist eine schematische Darstellung des Kreuzungsbereichs des IVIikrochips 
aus Figur 6 vor der Analyteninjektion; 

ist ein CCD-Fluoreszenzblld des gleichen Bereichs, wie er in Figur 8(a) ge- 
zeigt ist, nach dem Probenauftrag gemSK dem gedrSngten Modus; 
ist eine li/likrofotografie von dem gleichen Bereich, wie er In Figur 8(a) darge- 
stelit ist, nach dem Probenauftrag im schwimmenden bzw. frei flieKenden 

Modus; 

zeigt int()grierte Fluoreszenzsignale fiir injizierte Volumina, aufgetragen ge- 
genOber der Zeit, fUr gedrangte und schwimmende Injektionen; 
ist eine schematische Draufsicht eines weiteren Mikrochips (welcher nicht der 
vorliegenden Erfindung entspricht); 

ist eine vergrolierte Darstellung des Kreuzungsbereichs aus Figur 10; 

ist eine E:chematische Draufsicht auf ein Mikrochiplaborsystem, auf welches 

die vorliegende Erfindung angewendet werden kann; 
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Figur 13(a) ist eine schematische Darstellung einer CCD-Kameraansicht des Kreuzungs- 

bereichs des Mikrochiplaborsystems nach Figur 12; 

Figur 13(b) ist ein (JCD-Fluoreszenzbild von dem gleichen Bereich, wie er in Figur 13(a) 

dargestellt ist, nach dem Probenauftrag im gedrSngten ly/lodus; 
5 Figuren 13(c)-13(e) sind CCID-Fluoreszenzbilder von dem gleichen Bereich, wie er in Figur 13(a) 

dargestellt ist, welche aufeinanderfolgend einen Pfrapfen eines Analyten zei- 
gen, dersich von der Kanalkreuzung weg bewegt, be! 1, 2 bzw. 3 Sekunden 
nach Umschalten in den Durchlauf- bzw. Betriebsmodus; 

Figur 14 zeigt zv/ei Injektionsprofile von Didansyl-Lysin, welches fur 2 Sekunden mit y 

10 gleich 0,97 und 9,7 injiziert wurde; 

Figur 15 sind Ekiktroferogramme be! (a) 3,3 cm, (b) 9,9 cm und (c) 16,5 cm vom Injek- 

tionspunkt fur Rhodamin B (weniger zuruckgehalten) und Sulforhodamin 
(starker zuruckgehalten); 

Figur 16 ist ein Oiagramm der Effizienzdaten, die aus den Elektroferogrammen gemali 

15 Figur 115 generiert wurden und welche die Veranderung der Bodenanzahl mit 

der Kanallange zeigen fur Rhodamin B (Quadrat mit Pluszeichen) und Sul- 
forhodamin (Quadrat mit Punkt) mit der besten linearen Ausgleichskurve 
(durchgezogene Linien) fiir jeden Analyten; 
Figur 17(a) ist ein lEIektrdferogramm von Rhodamin B und Fluoreszein mit einer Trenn- 

20 feldstarlke von 1 ,5 kV/cm und einer Trennungslange von 0,9 mm; 

Figur 17(b) Ist ein lEIektroferogramm von Rhodamin B und Fluoreszein mit einer Trenn- 

feldstanXe von 1,5 kV/cm und einer Trennungslange von 1,6 mm; 
Figur 17(c) ist ein lEIektroferogramm von Rhodamin B und Fluoreszein mit einer Trenn- 

feldstarite von 1,5 kV/cm und einer Trennungslange von 11,1 mm; 
25 Figur 18 ist ein [)iagramm, welches die Veranderung der Bodenanzahl pro Zeiteinheit 

als einei Funktion der elektrlschen FeldstSrke fQr Rhodamin B bei Trennungs- 
ISngen von 1,6 mm (Kreis) und 11,1 mm (Quadrat) und fUr Fluoreszein bei 
Trennungsiangen von 1,6 mm (Raute) und 11,1 mm (Dreieck) zeigt; 
Figur 19 zeigt ein Chromatogramm von Cumarinen, die durch Elektrochromatographie 

30 unter Vonwendung des Systems nach Figur 12 analysiert wurden; 

Figur 20 zeigt eii Chromatogramm von Cumarinen, das durch mizellare elektrokineti- 

sche Kapillarchromatographie unter Venwendung des Systems nach Figur 12 
erhalteri wurde; 

Figuren 21(a) und 21(b) zeigen die Trennung von drei Metallionen unter Venwendung des Systems 
35 nach Figur 12; 

Figur 22 ist eine schematische Draufsicht auf einen Mikrochip gemaS einer Ausfuh- 

rungsform der Erfindung; 

Figur 23 ist eino schematische Darstellung der Ausfuhrungsform nach Figur 22, 

welche angelegte Spannungen zeigt; 
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Figur 24 zeigt z\vei Elektroferogramme, die unter Verwendung der Ausfiihrungsform 

nach Figur 22 produziertwurden; 
Figur 25 ist eine scliematische Darstellung eines Mikrochiplaborsystems gema& einer 

Ausfiihiajngsform der vorliegenden Erfindung; 
5 Figur 26 zeigt die Reproduzierbariceit der injizierten Menge fiir Arginin und Glycin unter 

Verwendung des Systems nach Figur 25; 
Figur 27 zeigt die Oberlagerung von drei elelttroforetischen Trennungen unter Ver- 

wendung des Systems nach Figur 25; 
Figur 28 zeigt einen Auftrag von injizierten IVIengen gegeniiber der Reaktionszeit unter 

1 0 Venflrendung des Systems nach Figur 25; 

Figur 29 zeigt ein Elektroferogramm von Restriktionsfragmenten, die unter Verwen- 

dung dt3S Systems gemafi Figur 25 produziert wurden; 
I Figur 30 ist eine schematische Darstellung eines Mikrochiplaborsystems gemaiS einer 

AusfLihaingsform der vorliegenden Erfindung; 
15 Figur 31 ist eine^ schematische Darstellung der Vorrichtung nach Figur 21 und zeigt 

das aufeinanderfolgende Aniegen von Spannungen, urn erwOnschte Fluid- 
manipulationen zu bewirken; und 
Figur 32 ist ein [)iagramm, welches die verschiedenen Spannungen zeigt, die angelegt 

wurden, um die Fluidmanipulationen gemaB Figur 23 zu bewirken. 

20 

AusfQhrliche Beschreibuna der Erfindung 

Integrierte Mikrolaborsysterne fUr die Analyse oder Synthese von Chemikalien erfordem eine 
genaue Art und Weise der Manipulation von Fluiden und fluidgestQtztem Material und Aussetzen der 
Fluide an ausgewShtte chemische oder physikalische Mileus, die gewunschte Umwandlungen oder 
25 Aufteilungen erzeugen. Unter den vorgegebenen Konzentrationen von Analyten, die chemische 
Umwandlungen in angemessenen Zeitmafistaben erzeugen, der Natur der molekularen Erfassung, 
Diffusionszeiten und Herstellungsverfahren zur Schaffung von Einrichtungen in einem mikroskopi- 
schen Malistab, verleihen sic:h miniaturisierte integrierte Mikrolaborsysteme selbst KanSle mit Oi- 
mensionen in der Grdlienordnung von 1 bis 100 Mikrometern Durchmesser. In diesem Zusammen- 
30 hang wurde gezeigt, daR elelctrokinetisches Pumpen zum Transportieren von Materialien in mikro- 
skopisch hergestellten Laborsystemen vielseifig und wirkungsvoll ist. 

Hierin offenbarte Sysleme steilen die Werkzeuge bereit, die notwendig sind, elektrokineti- 
sches Pumpen nicht nur biJi Trennungen einzusetzen, sondem auch Flussigkeitshandhabung 
durchzufuhren, die andere wichtige Probenverarbeitungsstufen erfullt, wie chemische Umwandlun- 
35 gen oder Probenaufteilung. Durch gleichzeitiges Steuem der Spannung an mehreren Anschiussen, 
die durch Kanale in einer Mikrochipstruktur verbunden sind, ist es moglich, Fluide mit grofJer Genau- 
igkeit zu messen und zu verteilen, Reagenzien zu mischen, Reaktionsbestandteile zu inkubieren, die 
Bestandteile in Richtung von Stelien der physikalischen oder biochemischen Aufteilung zu lenken 
und die Bestandteile Detektorsystemen zuzufuhren. Durch Kombinieren dieser Fahigkeiten auf ei- 
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nem einzelnen Mikrochip ist man in der Lage, vollstSndige, miniaturisierte, integrierte, automatisierte 
Laborsysteme fiir die Analyse Oder Synthese von Chemikalien zu schaffen. 

Soiche integrierten Mikralaborsysteme kdnnen aus mehreren Teilelementen aufgebaut sein. 
Teilelemente kdnnen Flussigkeitsverteilungssysteme, FIGssigkeitsmischsysteme, molekulare Auftei- 
5 lungssysteme, Detektorfenster usw. umfassen. Zum Beispiel kann man, wie es liierin beschrieben 
ist, ein relativ vollstSndiges System fiir die Identifiziemng von Restriktlonsendonukleasestellen in 
einem DNA-Molekul aufbauen. Diese einzelne mikroteclinisch hergestellte Vorrichtung umfa&t somit 
in einem einzelnen System die Funktionen, die tradltioneli von einem Techniker durchgefuhrt wer- 
den, der Pipetten, Inkubatoren, Gelelektroforesesysteme und Datenerfassungssysteme venvendet. 

10 in diesem System wird DNA mit einem Enzym gemisclit, das Gemisch wird inkubiert, und ein aus- 
gew^ahltes Volumen des ReakBonsgemischs wird in einen Trennkanal gegeben. Elektroforese wird 
gieiclnzeitig mit einer Fluoresze nzmarkierung der DNA durchgefuhrt. 
I In Figur 1 ist ein Beispiel eines Mikrochipiaborsystems 10 gezeigt, das fur eine Implementie- 

rung einer ganzen chemischeri Analyse Oder Synthese konfiguriert ist. Das Laborsystem 10 umfalit 

15 sechs Reservoirs, 12, 14, 16, 18, 20 und 22, die miteinander durch ein System von Kanalen 24 ver- 
bunden sind, die durch mikrotechnische IVIaterialbearbeitung in ein Substrat oder Basisteil (in Figur 1 
nicht dargestellt) eingebracht sind, wie es nachfolgend ausfuhrlicher diskutiert wird. Jedes Reservoir 
12-22 steht in Flussigkeitsverbiindung mit einem entsprechenden Kanal 26, 28, 30, 32, 34, 36 und 38 
des Kanalsystems 24. Der erste Kanal 26, der von dem ersten Reservoir 12 weg filhrt. ist mit dem 

20 zweiten Kanal 28, der von dem zweiten Reservoir 14 weg fiihrt, an einer ersten Kreuzung 38 ver- 
bunden. In gleicher Weise ist dier dritte Kanal 30 von dem dritten Reservoir 16 mit dem vierten Kanal 
32 an einer zweiten Kreuzung 40 verbunden. Die erste Kreuzung 38 ist mit der zweiten Kreuzung 40 
durch eine Reaktionskammer (xler einen Kanal 42 verbunden. Der fUnfte Kanal 34 von dem funften 
Reservoir 20 ist ebenfalls mit ider zweiten Kreuzung 40 verbunden, so daK die zweite Kreuzung 40 

25 eine Vienwegekreuzung der Ksinaie 30, 32, 34 und 42 ist. Der fiinfte Kanal 34 kreuzt auch den sech- 
i sten Kanal 36 von dem sechstf^n Reservoir 22 an einer dritten Kreuzung 44. 

Die in den Resen/oirs gespeicherten Materialien werden vorzugsweise elektrokinetisch durch 
das Kanalsystem 24 transportiert, um die gewiinschte Analyse oder Synthese zu implementieren. 
Zur Bereitstellung solch eines elektrokinetischen Transports umfal&t das Laborsystem 10 einen 

30 Spannungsregler 46, der in der Lage ist, auswdhlbare Spannungsniveaus, einschlie&lich Erdung, 
anzulegen. Solch ein Spannungsregler kann unterVenwendung mehrererSpannungsteilerund meh- 
rerer Relais implementiert sein, um die auswahlbaren Spannungsniveaus zu erhalten. Der Span- 
nungsregler ist mit einer Elektrode verbunden, die in jedem der sechs Reservoirs 12-22 durch 
Spannungsleitungen V1-V6 angeordnet ist, um die gewiinschten Spannungen an die Materialien in 

35 den Reservoirs anzulegen. Vcirzugsweise umfalSt der Spannungsregler auch Sensorkanale S1, S2 
und S3, die mit den ersten, zweiten und dritten Kreuzungen 38, 40 bzw. 44 verbunden sind, um die 
an diesen Kreuzungen aniiegenden Spannungen zu erfassen. 

Die Anwendung von eiektrokinetischem Transport auf mikrominiaturisierte, planare Flussig- 
phasentrennungseinrichtungeri, wie sie oben beschrieben sind, ist ein entwicklungsfahiger Ansatz 
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fur die Probenmanipulation und als ein Pumpmechanismus fiir FIQssigchromatographie. Ein System, 
wie es hierin offenbart ist, biingt die Verwendung von elel^traosmotischem FluR zum Misclien ver- 
schiedener Fluide in einer l^ontroliierten und reproduzierbaren Art und Weise mit sich. Wenn ein 
geeignetes Fluid in einem Rohrchen plaziert wird, das aus einem entsprechend geelgneten IVIaterial 
5 hergestellt ist, kdnnen funl^tidnale Gruppen an der OberflSche des Rdiirchens ionisieren. im Fall von 
Rolinmaterialien, die mit Hydioxylgruppen enden, werden Protonen die OberflSclie verlassen und in 
ein wgliriges L5sungsmittel eintreten. Unter solchen Bedingungen wird die OberflSche eine negative 
Nettoladung liaben, und das Ldsungsmittel wird einen OberschuH an positiven Ladungen aufweisen, 
in den meisten Fallen in der geladenen Doppeliage an der Oberflache. Mit der Anwendung eines 

10 elektrischen Feldes entlang des Rohrchens werden die flberschiissigen Kationen zur Katiiode oder 
negativen Elektrode angezog(3n werden. Die Bewegung dieser positiven Ladungen durcii das Rohr- 
chen wird das Losungsmittel mitzieiien. Die Geschwindigkeit im stabilen Zustand ist durch Glei- 

I Chung I gegeben. 
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worin v die Losungsmittelgescliwindigkeit, s die Dielektrizitatskonstante des Fluides, ^ das Zetapo- 
tentiai der OberflSche, E die eiektrische Feldstarke und n die Losungsmittelviskositat ist. Aus Glei- 
chung 1 ist es offensichtlich, clalJ die Fluidfiu&geschwindigkeit oder FlulSrate durch die eiektrische 
20 Feldstarke gesteuert werden kann. Somit kann Elektroosmose als ein programmierbarer Pumpme- 
chanismus verwendet werden. 

Das in Figur 1 gezeigte Labormikrochipsystem 10 kdnnte zur Durchfiihrung vieler Arten von 
Laboranaiysen oder -synthesen venwendet werden, wie DNA-Sequenzierung oder -Analyse, Elek- 
trochromatographie, mizellare elektrokinetische Kapillarchromatographie (MECC), anorganische 
25 lonenanalyse und Gradientenelutionsflussigchromatographie, wie es nachfolgend ausfiihrlicher dis- 
kutiert wird. Der funfte Kanat 34 wird typischerweise fiir elektroforetische oder elektrochromato- 
graphische Trennungen venwcmdet und kann somit in bestimmten Ausfiihrungsfonnen als ein 
Trennkanal oder eine TrennsSiile bezeichnet sein. Die Reaktionskammer 42 kann dazu verwendet 
werden, irgendwelche zwei Chemikalien, die in den ersten und zweiteh Reservoirs 12, 14 gespei- 
30 chert sind, zu mischen. Zum Beispiel konnte DNA aus dem ersten Reservoir 12 mit einem Enzym 
aus dem zweiten Reservoir 14 in der ersten Kreuzung 38 gemischt werden, und das Gemisch k6nn- 
te in der Reaktionskammer 42 inkubiert werden. Das inkubierte Gemisch kdnnte dann durch die 
zweite Kreuzung 40 in die TrennsSule 34 zur Trennung transportiert werden. Das sechste Reservoir 
22 kann dazu ven^/endet werden, eine Fluoreszenzmarkierung zu speichem, die in der dritten Kreu- 
35 zung 44 mit den Materialien, die in der Trenns3ule 34 getrennt wurden, gemischt wird. Ein geeigne- 
ter Detektor (D) konnte dann dazu verwendet werden, die mar1<ierten Materialien zwischen der drit- 
ten Kreuzung 44 und dem fOnften Reservoir 20 zu analysieren. Durch Bereitstellung einer Vor- 
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TrennsSulenreaktion in der Brsten Kreuzung 38 und der Reaktionskammer 42 und einer Nach- 
Trennsaulenreaktion in derditten Kreuzung 44 kann das Laborsystem 10 zur Implementierung vie- 
ler Standardlabortechniken verwendet werden, die normalerweise in einem herk&mmtichen Labor 
manuell implementiert sind. E)aruber hinaus kOnnten die Elemente des Laborsystems 10 dazu ver- 
5 wendet werden, ein komplexeires System aufeubauen, urn komplexere Laborverfahren zu losen. 

Das Labormikrochipsystenn 10 umfa&t ein Substrat Oder Basisteil (in Figur 1 nicht gezeigt), 
welches ein etwa 2 Incli (50 mm) x 1 inch (25 mm) groBes Tell eines Objekttrslgers (Coming, Inc. 
#2947) sein kann. Obwohl Glas ein bevorzugtes Material ist, konnen andere ahnliche Materialien 
verwendet werden, wie Siliciumdioxidglas, kristalliner Quarz, Quarzglas, Kunststoffe und Sllictum 
10 (wenn die Oberflache ausreichend behandelt wird, um dessen Wklerstand zu verSndern). Vorzugs- 
weise wird ein nicht leitfahiges Material, wie Glas Oder Quarzglas, venwendet, um zu ermSglichen, 
dafJ relativ hohe elektrische l-elder fur das elektrokinetische Transportieren von Materialien durch 
^ Kanaie in dem Mikrochip argelegt werden konnen. Halbleitermaterialien, wie Silicium, kSnnten 
ebenfalls verv/endet werden, aber das angelegte elektrische Feld wurde normalenyveise auf einem 
15 Minimum gehaiten werden miissen (etwa weniger als 300 V/cm unter Anwendung derzeitiger Tech- 
niken zur Bereitstellung von isoiierenden Schichten), was eine ungenugende elektrokinetische Be- 
wegung liefern konnte. 

Das Kanalmuster 24 wird in einer planaren Oberflache des Substrats unter Verwendung von 
photolithographischen Standardverfahren, gefolgt von naUchemischem Atzen, ausgebildet. Das 
20 Kanalmuster kann mit einem positiven Photoresist (Shipley 1811) und einer mit einem Elektronen- 
strahi geschriebenen Chrommaske (Institute of Advanced Manufacturing Sciences, Inc.) auf das 
Substrat ubertragen werden. Das Muster kann unter Verwendung einer HF/NH4F-L6sung chemisch 
gedtzt werden. 

Nach Ausbildung des Kanalmusters kann eine Deckplatte anschlieliend unter Verwendung 
25 einer direkten Verbindungstechinik mit dem Substrat verbunden werden, wobei die Substrat- und die 
I DeckpIattenoberflSchen zuerst in einer verdOnnten NH40H/H202-L6sung hydrolysiert und anschlie- 
liend mfteinander verbunden werden. Der Aufbau wind dann bei etwa 500°C getempert, um eine 
gute IHaftung der Deckplatte an dem Substrat sicherzustellen. 

Nach dem Verbinden der Deckplatte werden die Reservoirs an dem Substrat befestlgt, wo- 
30 bei Abschnitte der Deckplatte dazwischen unter Venvendung von Epoxidharz oder anderen geeigne- 
ten Mittein schichtartig angeorclnet sind. Die Reservoirs konnen zylindrisch mit offenen gegenQber- 
liegenden axialen Enden ausgeibildet sein. Typischerweise wird ein elektrischer Kontakt hergestellt, 
indem man eine Platindrahteiektrode in jedem Reservoir anordnet. Die Elektroden werden mit einem 
Spannungsregler 46 verbunden, der ein gewunschtes Potential an ausgewahite Elektroden in einer 
35 nachfolgend ausfuhrlicher besclirlebenen Art und Weise aniegt. 

Ein Querschnitt des ersten Kanals ist in Figur 2 gezeigt und mit dem Querschnitt jedes der 
anderen integrierten Kanale identisch. Wenn man ein nichtkristallines Material (wie Glas) fur das 
Substrat verwendet und wenn die Kanale nafichemisch geatzt werden, findet ein isotropes Atzen 
statt, d.h. das Glas wird gleichn-iallig in alien Richtungen geatzt, und die resultierende Kanalgeome- 
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trie ist trapezfermig. Der traptizformige Querschnitt beruht auf einem "Unterschneiden" durch das 
chemische Atzverfahren an 6&r Kante des Photoresists. Bei einer AusfOhrungsform hat der Kanal- 
querschnitt der erlSuterten Ausfuhrungsform Abmessungen von 5,2 pm in der Tiefe, 57 \im in der 
Breite an der Oberseite und 4i5 pm in der Breite an der Unterseite. Bei einer anderen AusfQhrungs- 
5 form hat der Kanai eine Tiefe "d" von 10 pm, eine obere Breite von 90 pm und eine untere Brei- 
te "w2" von 70 pm. 

Ein wichtiger Gesichtspunitt der voriiegenden Erfindung ist der Icontrollierte elel<trol<inetische 
Transport von IVIateriaiien duroh das Kanalsystem 24. Dieser l<ontrollierte elel<trol<inetische Trans- 
port l^ann dazu verwendet werden, eine ausgewShite Menge an iVlaterial aus einem der Reservoirs 
10 durch eine oder mehrere Kreuzungen der Kanalstrul<tur 24 zu verteilen. Altemativ, wie es oben er- 
wShnt ist, l^bnnen ausgewahlte Mengen an IVIateriaiien aus zwei Reservoirs zu einer Kreuzung 
transportiert werden, wo die Materialien in gewQnschten Konzentrationen gemischt werden k5nnen. 

Gesteuerter Verteiler qemaB der Erfindung 
15 in Figur 3 ist eine LabGrkomponente 10A gezeigt, die dazu venvendet werden kann, ein Ver- 

fahren zum Transportieren von IVIateriaiien durch eine Kanalstruktur 24A zu implementieren. Das A, 
das jeder Zahl in Figur 3 nachgestellt ist, bedeutet, daft sie einem entsprechenden Element aus 
Figur 1 mit dergleichen Zahl cihne das A entspricht. Zur Vereinfachung sind die Elektroden und die 
Verbindungen zu dem Spanniingsregler, der den Transport von Materialien durch das Kanalsystem 
20 24A steuert, in Figur 3 nicht gezeigt. 

Das in Figur 3 gezeigta Mikrochiplaborsystem 10A steiiert die IVIenge an Material aus dem 
ersten Reservoir 12A, das durch die Kreuzung 40A in Richtung des vierten Reservoirs 20A transpor- 
tiert wird, durch elektrokinetisches OfTnen und SchlieBen des Zugangs zu der Kreuzung 40A von 
dem ersten Kanal 26A. Als solches implementiert das Labomnikrochipsystem 10A im wesentlichen 
25 ein gesteuertes elektrokinetisc;hes Ventil. Solch ein elektrokinetisches Ventil kann als ein Verteiler 
^ veiwendet werden, um ausgewShlte Volumina eines einzelnen Materials abzugeben, oder als ein 
Mischer, um ausgewahlte Vol jmina mehrerer Materialien in der Kreuzung 40A zu mischen. Allge- 
mein wird Elektroosmose dazu venn/endef, "Fluidmaterialien* zu transportieren, und Elektroforese 
wird dazu venwendet, lonen zu transportieren, ohne das Fluidmaterial, das die lonen umgibt, zu 
30 transportieren. Dementsprechend wird der Begriff "Material", wie er hierin benutzt wird, in breiter 
Weise verwendet, um jede Form von Material abzudecken, einschlieftlich Fluiden und lonen. 

Das Laborsystem 10A liefert einen kontinuieriichen, unidirektionalen FluB von Fluid durch 
den Trennkanal 34A. Dieses Injektions- oder Verteilungsschema erfordert nur, daft die Spannung 
von einem (oder zwei) Reservoir(s) verandert oder entfernt wird, und eriaubt, daft das vierte Reser- 
35 voir 20A beim Erdungspotential verbleibt. Dies ennoglicht, daft Injektion und Trennung mit einer 
Stromquelle mit nur einer Spannungsrichtung durchgefuhrt werden. 

Eine vergrofterte Darstellung der Kreuzung 40A ist in Figur 4 gezeigt. Die Richtungspfeile 
deuten die zeitliche Abfolge der Stromungsprcfiie an der Kreuzung 40A an. Die durchgezogenen 
Pfeile zeigen das anfangliche Stromungsmuster. Spannungen an den verschiedenen Reservoirs 
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sind so eingestellt, so daB <ias beschriebene Stromungsmuster erhalten wird. Das anf^ngliche 
Strbmungsmuster bringt ein sweites Material aus dem zweiten Reservoir 16A mit einer ausreichen- 
den Rate, daB das gesamte ei^te iVIaterlal, das aus dem Reservoir 12A zu der Kreuzung 40A trans- 
portiert wird, in Richtung des dritten Reservoirs 18A gesciioben wird. Allgemein wird die Potential- 
5 verteilung so sein, daB das tiCchste Potential an dem zweiten Reservoir 16A, ein etwas nlediigeres 
Potential an dem ersten Reseivoir 12A und ein noch niedrigeres Potential an dem dritten Reservoir 
18A aniiegt, wobei das vierte Reservoir 20A geerdet 1st. Unter diesen Bedingungen besteht der 
Strom in Richtung des vierten Reservoirs 20A alleine aus dem zweiten Material aus dem zweiten 
Reservoir 1 6A. 

10 Um Material aus dem <Brsten Reservoir 12A durch die Kreuzung 40A abzugeben, i^ann das 

Potential an dem zweiten Reservoir 16A auf einen Wert umgeschaltet werden, der geringer ist als 
das Potential des ersten Reservoirs 12A, oder die Potentiale an den Reservoirs 16A und/oder 18A 
^ l<6nnen kurzzeitig erhoht werclen, um den in Figur 4 durch die kurzgestrichelten Pfeile gezeigten 
FluG zu liefern. Unter diesen Bedingungen wird der primare Fluli aus dem ersten Reservoir 12A 

15 nach unten in Richtung des Trennkanalabfallresen/oirs 20A stattfinden. Der FluB von den zweiten 
und dritten Reservoirs 16A, 1!3A wird gering sein und konnte in jeder Richtung stattfinden. Diese 
Bedingung wird lange genug beibehalten, um eine gewunschte Menge an Material aus dem ersten 
Reservoir 12A durch die Kreuzung 40A und in den Trennkanal 30A zu transportieren. Nach ausrei- 
chender Zeit fur den Durchtritt des gewunschten Materials durch die Kreuzung 40A wird die Span- 

20 nungsverteilung auf die urspruriglichen Werte zuruckgeschaltet, um zu verhindern, dali zusatzliches 
Material aus dem ersten Reseivoir 12A durch die Kreuzung 40A in Richtung des Trennkanals 34A 
flieBt. 

Eine Anwendung fQrsolch einen "gesteuerten Verteller" besteht darin, einen kontrolllerten, in 
der GrdBe variablen Pfropfen (;ines Analyten aus dem ersten Resen/oir 12A fur eine eiektroforeti- 

25 sche Oder chromatographische Trennung in den Trennkanal 34A zu injizieren. In solch einem Sy- 
W stem speichert das erste Reservoir 12A Analyt, das zwelte Resen/oir 16A speichert einen ionischen 
Puffer, das dritte Reservoir ^Q/\ ist ein erstes Abfallresen/oir, und das vierte Reservoir 20A Ist ein 
zweites Abfallreservoir. Um einen kleinen variablen Pfropfen eines Analyten aus dem ersten Reser- 
voir 12A zu injizieren, werden clie Potentiale an dem Pufferresen/oir und dem ersten Abfallreservoir 

30 16A, 18A einfach fur eine kurze Zeitdauer (» 100 ms) erdfrei geschaltet, um zu ermOglichen, daB 
der Analyt in der TrennsSuie 34A nach unten wandert. Um den Injektionspfropfen abzubrechen, 
werden die Potentiale an dem F'ufferreservoir 16A und dem ersten Abfallreservoir 18A wieder ange- 
legt. Alternativ konnte die Schli(jlisequenz bewirkt werden, indem man die Reservoirs 16A und ISA 
auf das Potential der Kreuzung 40A bringt und sie anschlieBend auf ihre ursprunglichen Potentiale 

35 zurOcksetzt. Ein Nachteil dieses Verfahrens ist, dad die Zusammensetzung des injizierten Pfropfens 
eine elektroforetische Mcbilitatsneigung besitzt, wobei die schneller wandernden Verbindungen ge- 
genuber den langsamer wandernden Verbindungen bevorzugt in die Trennsaule 34A eingebracht 
werden. 



In Figur 5 kann man ame aufeinanderfolgende Darstellung von CCD-Bildern eines Pfropfens 
aus Analyt sehen, der sich durch die Kreuzung aus Figur 3 bewegt. Der Analyt, der durch das La- 
borsystem 10A gepumpt wurde, war Rliodamin B (duni<ler Bereich), und die Orientierung der CCD- 
Bllder des Injektionskreuzes Oder der Kreuzung ist die gleiche wie in Figur 3. Oas erste Bild (A) zeigt 
den Analyten, der durcii das injektionskreuz Oder die Kreuzung in Richtung des ersten Abfallressr- 
voirs 18A gepumpt wird, vor der Injektion. Das zweite Bild (B) zeigt den Analytenpfropfen, der in die 
Trennsdule 34A injiziert wird. Das dritte Bild (C) zeigt den Analytenpfropfen, der sich von der Injekti- 
onskreuzung weg bewegt, nachdem ein Injektionspfropfen vollstSndig in die TrennsSule 34A einge- 
bracht wurde. Die Potentiate an dem Puffer- und dem ersten Abfallreservoir 16A, 18A warden fur 
100 ms erdfrei geschaitet, wiihrend sicli die Probe in die Trenns3ule 34A bewegte. Zu dem Zeit- 
punkt des Biides (C) hat der gesclilossene Beschrankungsmodus damit begonnen, weiteren Analy- 
ten daran zu liindem, sich dutch die Kreuzung 40A in die Trennsaule 34A zu bewegen, und ein sau- 
berer injektionspfropfen mit einer Lange von 142 pm wurde in die Trennsauie eingebracht. Wie es 
unten diskutiert wird, tragt der gesteuerte Injektor nur zu einem geringen Teil zu der gesamten Bo- 
denhohe bei. Die Injektionspfropfenlange (Volumen) ist eine Funktion der Zeit der Injektion und der 
eiektrischen Feidstarke in der Saule. Die Form des injizierten Pfropfens ist aufgrund der Ausrichtung 
des Spaltungspufferflusses leicht verzerrt. Fur eine vorgegebene Injektionsdauer ist die Reprodu- 
zierbarkeit der injizierten Merige, die durch Integration der Peakflache bestimmt wird, jedoch 1% 
RSD fiir eine Reihe von zehn wiederholten injektionen. 

Elektroforeseexperimente wurden unter Verwendung des Mikrochiplaborsystems 10A aus 
Figur 3 durchgefuhrt, und es v/urde die IWethodik gemaiS der vorliegenden Erfindung venwendet. Die 
Chipdynamik wurde unter Verwendung von Analytenfluoreszenz analysiert. Eine Kamera mit la- 
dungsgekoppeltem Bauelement (CCD) wurde dazu ven/vendet, bestimmte Bereiche des Chips auf- 
zuzeichnen, und ein Photomultiplien-Qhrchen (PIWT) verfolgte Einzelpunktereignisse. Die CCD- 
Kamera (Princeton instrumerte. Inc., TE/CCD-512TKIVI) wurde auf ein Stereomikroskop (Nikon 
SMZ-U) montiert, und das Laborsystem 10A wurde unter Venvendung eines Argonlonenlasers 
(514,5 nm. Coherent Innova i)0), der bei 3 W betrieben wurde und bei dem der Strahl auf einen 
kreisfonnigen Punkt mit 2 cm Durchmesser aufgeweitet war, beleuchtet. Das PMT mit Sammeloptik 
war unterhalb des Mikrochips mit der optisclien Achse senkrecht zu der l\/1ikrochipoberfl£lche ange- 
ordnet. Der Laser wurde bei etwa 20 mW betrieben, und der Strahl traf auf den IVIikrochip in einem 
Winkel von 45° von der Mikrochipoberflache und parallel zu dem Trennkanal auf. Der Laserstrahl 
und die PMT-Beobachtungsac:hse waren durch einen Winkel von 135° voneinander getrennt. Bei 
dem Punkterfassungssystem wurde ein Helium-Neon-Laser (543 nm, PIVIS Electro-optics LHGP- 
0051) mit einem Elektrometer (Keithley 617) verwendet, um die Antwort des PMT (Oriel 77340) auf- 
zuzeichnen. Der Spannungsregler 46 (Spellman CZE 1000R) fur die Elektroforese wurde zwischen 
0 und +4,4 kV, relativ zur Erdung, betrieben. 

Der Typ von gesteuertem Injektor, der in Bezug auf die Figuren 3 und 4 beschrieben ist, 
zeigt eine auf elektroforetisch(3r Mobilitat basierende Vorspannung bzw. einen Fehler, wie es bei 
herkommlichen elektroosmotischen Injektionen der Fail ist. Dennoch besitzt dieser Ansatz Einfach- 



heit bezuglich der Anfordemnijen an die Spannungsumschaltung und an die Herstellung und liefert 
einen kontinuierlichen unidirelctionaien Flu& durch den Trennkanal. Daruber hinaus liefert der ge- 
steuerte Injel^tor ein Verfahren zum Ablassen eines variablen Volumens von Fluid in den Trennkanal 
34A in einer Art und Weise, dk! durch die angelegten elektrischen Potentiate prazise gesteuert wird. 

Eine weitere Anwendung des gesteuerten Verteilers 10A bestelit darin, gewunschte Mengen 
an IVtaterialien in einer kontroliierten Art und Weise zu verdunnen oderzu mischen. Zur implementie- 
mng solch eines l^ischungss;^stems, urn die l\^aterialien aus den ersten und zweiten Reservoirs 
12A, 16A zu misclien, mUssen die Potentiate in den ersten und zweiten KanSlen 26A, 30A hfiher 
gehalten warden als das Potential der Kreuzung 40A wShrend des Mischens. Diese Potentiate wer- 
den bewirken, dali sich die MEiterialien aus den ersten und zweiten Reservoirs 12A und 16A gleich- 
zeitig durch die Kreuzung 40/^ bewegen und dabei die zwei Materialien gemischt werden. Die an 
den ersten und zweiten Reservoirs 12A, 16A angelegten Potentiate konnen so eingestellt werden, 
wie es erwtinscht ist, urn fur jedes Material die ausgewahlte Konzentration zu erzielen. Nach der 
Abgabe der gewunschten Mengen jedes Materials kann das Potential an dem zweiten Reservoir 
16A in einer Art und Weise erIiOht werden, die ausreiclit, zu verhindern, dafi weiteres IVlaterial aus 
derr ersten Reservoir 12A durch die Kreuzung 40A in Richtung des dritten Reservoirs 30A transpor- 
tiertwird. 

Analvtiniektor 

In Figur 6 ist ein Mikrochipanalytinjektor 10B gezeigt, welcher nicht der voriiegenden Erfin- 
dung entspricht. Das Kanalmuster 24B'besitzt vier begrenzte Kan3le 26B, 308. 328 und 348, die 
durch mikrotechnische Bearbeitung in ein Substrat 49 eingebracht wurden, wie es oben diskutiert 
wurde. Jeder Kanal hat ein zugehfiriges Reservoir, das uber dem Ende jedes Kanalabschnitts ange- 
bracht ist, und alle vier Kanaki kreuzen sich an einem Ende in einer Vienwegekreuzung 408. Die 
gegeniiberliegenden Enden jedes Abschnitts liefern Enden, die sich gerade hinter die Umfangskante 
einer Deckplatte 49', die auf dem Substrat 49 befestigt ist, erstrecken. Der in Figur 6 gezeigte Analy- 
tinjektor 10B ist zu dem gesteuerten Verteiler 10A im wesentllchen Identisch mit der Ausnahme, dal5 
die elektrischen Potentiale in einer Art und Weise angelegt werden, dali ein Volumen von IVlaterial 
aus Resen/oir 16B durch die Kreuzung 40B und nicht aus dem Reservoir 128 injiziert wird, und das 
Volumen an injiziertem Material wird durch die GroIXe der Kreuzung gesteuert. 

Der in Figur 6 gezeigte fnjektor kann fur verschiedene Materialmanipulationen venA^endet 
werden. In einer Anwendung wird das Laborsystem dazu verwendet, einen Analyten aus einem Ana- 
lytenreservoir 168 durch die Kreuzung 408 in den Trennkanal 348 zu injizieren. Der Analytinjektor 
108 kann entweder in einem "Beladungsmodus" oder einem "Durchlaufmodus" betrieben werden. 
Dem Reservoir 168 wird ein Analyt und dem: Reservoir 128 Puffer zugefuhrt. Reservoir 188 stellt ein 
Analytenabfallreservoirdar, unc Reservoir 208 stellt ein Abfallreservoir dar. 

In dem "Beladungsmodus" sind wenigstens zwei Arten der Analyteneinbnngung moglich. Bei 
der ersten, die als eine "erdfrei geschaltete" Beladung bekannt ist, wird ein Potential an das Analy- 
tenreservoir 16B angelegt. wobel das Reservoir 18B geerdet ist. Gleichzeitig sind die Reservoirs 
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12B und 20B erdfrei, was b3deutet, daB sie weder mit der Stromquelle verbunden, noch geerdet 
sind. 

Der zweite Beladungsmodus ist der "gedrangte" Beladungsmodus, bei dem Potentials 
gleichzeitig an Reservoirs 12B, 168 und 20B angelegt werden, wobei Reservoir 188 geerdet ist, um 
5 die injektionspfrppfenform zu steuem, wie es nachfolgend ausfQIirlicher disl<utiert wird. Wie es hierin 
vefwendet wird, bedeutet glesichzeitiges Steuem von elei<trisclien Potentialen an mehreren Reser- 
voirs, dall die Elel^troden wahrend der gleichen cliemiscii signifilcanten Zeitdauer mit einer Betriebs- 
stromquelle verbunden sind. Erdfreisclialten eines Reservoirs bedeutet, die Verbindung der Elektro- 
de in dem Reservoir von der Stromquelle zu trennen, und somit wird das elektrisclie Potential an 
10 dem Reservoirniclit gesteuert. 

In dem "Durchlaufmoclus" wird ein Potential an das Pufferreservoir 128 angelegt, wobei das 
Reservoir 20B geerdet ist unci wobei die Reservoirs 16B und 18B ungefahr die Halfte des Potentials 
^ von dem Reservoir 12B aufw€iisen. Walirend des Durclilaufmodus bewirkt das reiativ hohe Potential, 
das an das Puffen-eservoir ^2B angelegt ist, dad sich der Analyt in der Kreuzung 40B in Richtung 
1 5 des Abfallreservoirs 20B in der Trennsaule 34B bewegt. 

Diagnostische Experiniente warden unter Verwendung von Rhodamin B und Sulforhodamin 
101 (Exciton Chemical Co., inc.) als Analyt mit 60 (jM fur die CCD-Bilder und 6 (jM fur die Punkter- 
fassung durchgefiihrt. Ein Natriumtetraboratpuffer (50 mM, pH 9,2) war die mobile Phase in den 
Experimenten. Eine Injektion von raumlich gut definierten kleinen Volumina (« 100 pi) und mit klei- 
20 ner LSngsausdehnung (« IOC' pm) ist vorteilhaft, wenn diese Arten von Analysen durchgefuhrt wer- 
den. 

Der Analyt wird in das Injektionskreuz als ein vorderes Elektroferogramm eingebracht, und 
sobald die Front des langsanristen Analytenbestandteils durch das Injektionskreuz oder die Kreu- 
zung 40B hindurchtritt, ist der Analyt bereit, analysiert zu werden. In Figur 7 zeigt ein CCD-Bild (des- 
25 sen Berelch durch das Quadr^it mit unterbrochener Linle angegeben ist) das Stromungsmuster des 
w Analyten 54 (dunkler Bereich) und des Puffers (weiQer Bereich) durch den Berelch der Injektions- 
kreuzung 408. 

Durch Drangen des Analytenflusses ist das Volumen des Analytenpfropfens Uber die Zeit 
stabil. Die geringfQgige Asymmetrie der Pfropfenfonn beruht auf den unterschiedlichen elektrischen 

30 Feldstarken in dem Pufferkanal 268 (470 V/cm) und dem Trennkanal 348 (100 V/cm), wenn an dem 
Puffer, den Analyten und die -'iibfallreservoirs 1,0 kV angelegt werden und das Analytenabfallreser- 
voir geerdet ist. Jedoch beeinfiussen die verschiedenen Feidstarlcen nicht die Stabilitat des injizier- 
ten Analytenpfropfens. Wenn dsr Analytenpfropfen in den Trennkanal 34B injiziert wird, wurde ideal- 
en/veise nur der Analyt in dem Injektionskreuz oder der Kreuzung 40B in den Trennkanal wandern. 

35 Das Volumen des Injektionspfropfens in dem Injektionskreuz betragt etwa 120 pi bei einer 

Pfropfenlange von 130 pm, Ein Teil des Analyten 54 in dem Anaiytenkanal 306 und dem Analyte- 
nabfallkanal 32B wird in den Trennkanal 34B gezogen. Nach der Umschaltung In den Trenn- (Durch- 
lauf-) Modus betragt das Volumen des Injektionspfropfens etwa 250 pi bei einer Pfropfenlange von 
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208 pm. Diese Oimensionen sind aus einer Reihe von CCD-Bildem geschStzt, die unmittelbar nach 
dem Umschalten in den Trennmodus hergestellt wurden. 

Die zwei Beladungsnriodi wurden fiir die Analyteneinbringung in den Trennlonal 34B gete- 
stet. Der Analyt wurde in deni Analytenreservoir 16B untergebraclit und bei beiden Injektionssyste- 
5 men In die Riclitung des Reservoirs 18B, einem Abfali reservoir, "transportiert". CCD-Bilder der zwei 
Arten von Injel^tionen sind in den Figuren 8(a)-8{c) gezeigt. Figur 8(a) zeigt schennatisch die Kreu- 
zung 408 sowie die Endabschnitte vonKanalen. 

Das CCD-Biid von Figur 8(b) zeigt eine Beladung in dem gedrSngten IVIodus unmittelbar 
bevor in den Durchlaufmodus; umgesclialtet wird. In dem gedrSngten IVIodus wird Analyt (in weiB 
10 gegen dunl<!en Hintergrund gezeigt) elektroforetiscti und elel<troosmotisch aus Reservoir 16B zu 
Reservoir 18B (von links nach rechts) gepumpt, wobei Puffer aus dem Pufferreservoir 128 (oben) 
und dem Abfallreservoir 208 (unten) in Richtung des Reservoirs 188 (rechts) befordert wird. Die an 
I die Reservoirs 128, 168, 18B und 208 angelegten Spannungen betrugen 90%, 90%, 0 bzw. 100% 
des Ausgangs der Stromqueile, was elektrischen Feldstarken in den entsprechenden Kanalen von 
15 400, 270, 690 bzw. 20 V/cm entspricht. Obwohl die an das Abfallreservoir 208 angelegte Spannung 
hoher ist als die Spannung, die an das Analytenreservoir 188 angelegt ist, liefert die zusatzliche 
Lange des Trennkanals 348, verglichen mit dem Analytenkanal 308, zusatzlichen elektrischen Wi- 
derstand, und daher ubenwiegt der FluB aus dem Ana lyten puffer 168 in die Kreuzung. Folglich hat 
der Analyt in dem injektionskre uz oder der Kreuzung 408 eine Trapezfomn und ist In dem Kanal 328 
20 durch dieses MaterialtransportiTiuster rSumlich begrenzt. 

Figur 8(c) zeigt eine BeMadung im erdfrei geschalteten Modus. Der Analyt wird aus dem Re- 
servoir 16B zu 18B gepumpt, wie bei der gedrangten Injektion, mit der Ausnahme. daft an die Re- 
servoirs 12B und 208 kein Potential angelegt wird. Indem der FluS von mobiler Phase (Puffer) in 
den Kanalabschnitten 26B unci 34B nicht gesteuert wird, kann sich der Analyt frei in diese KanSle 
25 durch Konvektions- und DiffusiionsstrSmung ausbreiten, was zu einem ISngeren Injektionspfropfen 
I fQhrt. 

Wenn man die gedrSngten und erdfreien Injektionen vergleicht, ist die gedrangte Injektion in 
drer Bereichen Qbenragend: zeililiche StabilitSt des injizierten Volumens, die Genauigkeit des injizier- 
ten Volumens und PfropfenlSnige. Wenn zwei oder mehr Anaiyten mit erheblich unterschiedlichen 
30 Mobilitaten zu anaiysieren sind, stellt eine Injektion mit zeitlicher Stabilitat sicher, dalX gleiche Volu- 
mina der sich schneller und langsamer bewegenden Anaiyten in die Trenns3ule oder den -kanal 34B 
eingebracht werden. Die hohe Reproduzierbarkeit des Injektionsvolumens erieichtert die Moglich- 
keit, quantitative Analyse durchzufuhren. Eine geringere Pfropfeniange fuhrt zu einer hoheren 
Trenneffizienz und folglich zu einer groUeren Komponentenaufnahmefahigkeit fur ein vorgegebenes 
35 Instrument und zu Trennungen mit hoherer Geschwindigkeit. 

Urn die zeitliche Stabilitat fur jeden Modus zu bestimmen, wurden Reihen von CCD- 
Fluoreszenzbildem in Intervallen von 1,5 Sekunden, beginnend unmittelbar bevor der Analyt die 
Injektionskreuzung 408 erreicht3, gesammelt. Eine Abschatzung der Menge an Analyt, der injiziert 



wunde, wurde durch Integrieren der Fluoreszenz in der Kreuzung 40B und den Kanalen 26B und 
34B bestimmt. In Figur 9 ist dio Fluoreszenz gegenOber der Zeit aufgetragen. 

FOr die gedrdngte Injelction stabilisiert sicli das injizierte Volumen in wenigen Sekunden und 
liat eine StabilltSt von 1% relativer Standardabweichung (RSD), welche mit der Stabilitat des be- 
strahlenden Lasers vergleichbar ist. Fur die erdfreie Injektion steigt die Menge an Analyt, der in den 
Trennkanal 34B zu injizieren ist, aufgrund des dispersiven Flusses von Analyt in die KanSle 26B und 
34B mit der Zeit an. Filr eine Injektion von 30 Sekunden ist das Volumen des Injektionspfropfens ca. 
90 pi und fur die gedrSngte lnj(}ktion stabil, gegenuber ca. 300 pi und einem kontinuierlichen Anstieg 
mit der Zeit fOr eine erdfreie Injektion. 

Durch Aufzeichnung des Trennkanals be! einem Punkt 0,9 cm von der Kreuzung 40B wurde 
die Reproduzierbarkeit fiir den Modus der gedrangten Injektion durch Integrieren des Bereichs des 
Bandenprofils nach dem Einbringen in den Trennkanal 34B getestet. Bel sechs Injektionen mit einer 
Dauer von 40 Sekunden ist die Reproduzierbarkeit fur die gedrangte Injektion 0,7% RSD. Der gr6Ute 
Teil dieser gemessenen Instabilitat stammt von dem optischen Melisystem. Die gedrangte Injektion 
besitzt eine hohere Reproduzierbarkeit aufgrund der zeitiiclien Stabilitat des injizierten Volumens. Es 
wird enA/artet, dalJ sich die RDS mit elektronisch gesteuerter Spannungsumschaltung fOr beide Sy- 
ste.me verbessert. 

Die Injektionspfropfenbreite und schlieRlich die Auflosung zwischen Analyten hSngt in gro- 
liem Mafie sowohl von dem StrOmungsmuster des Analyten und den Dimensionen des Injektions- 
kreuzes oder der Kreuzung 40B ab. Fiir diese Saule betrSgt die Breite des Kanals an der Oberseite 
90 pm, abereine Kanalbreite von 10 pm ist realisierbar, was bei einer gedrangten Injektion zu einer 
Abnahme des Volumens des Injektionspfropfens von 90 pi herab bis auf 1 pi fUhren wurde. 

Es gibt Situationen, in denen es nicht enwQnscht sein kann, den FluB in dem Trennkanal 
umzukehren, wie es oben fflr die "gedrangten" und "erdfreien" Injektionssysteme beschrieben ist. 
Beispiele fdr solche Faile kOnnen die Injektion eines neuen Probepfropfens, bevor der vorangegan- 
gen Pfropfen vollstandig eluiert wurde, oder die Venwendung eines der Saule nachgeschalteten Re- 
aktors, wo Reagens kontinuierlich in das Ende der Trennsaule injizierl wird, sein. Im letztgenannten 
Fall ware es im allgemeinen nicht enwQnscht, daS Reagens zuriick in den Trennkanal flielSt. 

Altemativer Analvtinjektor 

Figur 10 eriautert ein /^.nalytinjektorsystem 10C, welches nicht der vorliegenden Erfindung 
entspricht, mit sechs verschiedenen Anschlussen oder Kanalen 26C, 30C, 32C, 34C, 56 bzw. 58, 
die mit sechs verschiedenen Rtiservoirs 12C, 16C, 18C, 20C, 60 und 62 verbunden sind. Der Buch- 
stabe C nach der Nummer jedos Elementes bedeutet, dafi das angegebene Element zu den ent- 
sprechend numerierten Elementen aus Figur 1 analog ist. Das Mikrochiplaborsystem IOC ist dahin- 
gehend den zuvor beschriebenejn Laborsystemen 10, 10A und 10B ahnlich, daft ein Injektionskreuz 
Oder eine Kreuzung 40C vorgesehen ist. In der Ausfuhrungsfonn nach Figur 10 sind auch eine zwei- 
te Kreuzung 64 und zwei zusatzliche Reservoirs 60 und 62 vorgesehen, urn die Probleme mit der 
Umkehrung des Flusses in dem Trennkanal zu ubenwinden. 
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Wie bei den vorangeqangenen AusfQhmngsformen kann das Analytinjektorsystem 10C dazu 
verwendet werden, eine Analytentrennung durch Elektroforese oder Chromatographie zu implemen- 
tieren oder Material in ein aiideres veraritteitendes Element abzugeben. In dem Laborsystem 10C 
enthait das Reservoir 12C Tnsnnpuffer, Reservoir 16C enthait den Analyten, und die Reservoirs 18C 
5 und 20C sind Abfail reservoirs. Die Kreuzung 40C wird vorzugsweise im gedrdngten Modus betrie- 
ben, wie in der in Figur 6 gezieigten AusfClhrungsform. Die untere Kreuzung 64, die in einer Fiussig- 
keitsverbindung mit den Res<!rvoirs 60 und €2 steht, wird dazu ven/vendet, einen zusStzliciien FluQ 
zu liefem, so dalS ein kontinuierliclier Pufferstrom abwarts In Richtung des Abfallreservoirs 20C und, 
wenn es erforderiicli ist, aufwarts in Richtung der Injektionskreuzung 40C geienkt werden kann. Re- 
10 servoir 60 und der verbundene Kanai 56 sind nicht notwendig, obwolil sie durcii Reduzierung der 
Bandenverbreiterung, wenn ein Pfropfen die untere Kreuzung 64 passiert, die Leistung verbessern. 
In vielen Fallen wird der FlulS aus dem Reservoir 60 mit demjenigen aus Reservoir 62 symmetrisch 
I sein. 

Figur 1 1 ist eine vergroRerte Darsteilung der zwei Kreuzungen 40C und 64. Die verscfiiede- 

15 nen Arten von Pfeilen zeigen die FluUrichtungen unter bestimmten Umstanden in der Zeit fur die 
Injektion eines Pfropfens von Analyt in den Trennkanai. Die durchgezogenen Pfeile zeigen das an- 
fangliche Strbmungsmuster, l:ier dem der Analyt elektrokinetisch in die obere Kreuzung 40C ge- 
pumpt und durch Materialfiud aus den Reservoirs 12C, 60 und 62 in Richtung dieser gleichen Kreu- 
zung "gedrangt" wird. Ein Fiul> weg von der Injektionskreuzung 40C wird zu dem Analytenabfaiire- 

20 servoir 18C beffirdert. Der Analyt flie&t auch aus dem Reservoir 16C zu dem Analytenabfallreservoir 
18C. Unter diesen Umstanden findet auch ein Fluli aus dem Reservoir 60 (und Reservoir 62) durch 
den Trennkanai 34C zu dem Abfailreservoir 20C statt. Solch ein Strbmungsmuster wird durch 
gleichzeitiges Steuern der elek'iTischen Potentiate an alien sechs Reservoirs erzeugt. 

Ein Pfropfen des Analjrten wird durch die Injektionskreuzung 40C in den Trennkanai 34C 

25 durch Umschalten des Str3mungsprofils injiziert, wie es durch die kurzgestrichelten Pfeile gezeigt 
^ ist. Puffer str6mt aus dem Resiervoir 12C abwarts zu der Injektionskreuzung 40C und in Richtung 
der Reservoirs 16C, 18C und 20C. Dieses StrBmungsprofil drangt auch den Analytenpfropfen in 
Richtung des Abfallreservoirs 20C in den Trennkanai 34C, wie es zuvor beschrieben ist. Dieses 
StrdmungsprofI wird fQr eine.ausreichende zeitliche Lange gehalten, um den Analytenpfropfen liber 

30 die untere Kreuzung 64 hinaus zu bewegen. Der FluB von Puffer aus den Reservoirs 60 und 62 soll- 
te gering sein, wie es durch den kurzen Pfeil angedeutet ist, und in den Trennkanai 34 erfolgen, um 
StOrung zu minimieren. 

Der Abstand zwischen iJen oberen und unteren Kreuzungen 40C bzw. 64 scllte so gering 
sein wie moglich, um eine Pfropfenstorung und die Kritizitat der zeitlichen Koordinierung beim Um- 
35 schaiten zwischen den zwei FliesiJbedingungen zu minimieren. Elektroden zum Erfassen des elektri- 
schen Potentials konnen ebenfalis an der unteren Kreuzung und in den Kanalen 56 und 58 ange- 
ordnet sein, um das Einstellen der elektrischen Potentiale fur eine gute Flulisteuerung zu unterstiit- 
zen. Genaue FluUsteuerung an der unteren FluSkreuzung 64 kann notwendig sein, um eine uner- 
wiinschte Bandenverbreiterung zu verhindem. 
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Nachdem der Proberipfropfen die untere Kreuzung passiert hat, werden die Potentiale zu- 
ruck in die anfSngliclien Zustinde geschaltet, um das ursprungliche Strdmungsprofil zu liefern, wie 
es mit den langgestriclieiten Pfeilen gezeigt ist. Dieses Strdmungsmuster erlaubt, dafi Puffer in den 
Trennlcanal 34C flieKt, wSfirend der ndchste Analytenpfropfen zu dem pfropfenbildenden Bereicli in 
5 der oberen Kreuzung 40C transportiert wird. Dieses injektionssystem wird es eriauben, eine schnelie 
Abfoige von Injektionen durclizufQhren, und kann selir wichtig sein fUr Proben, die langsam wan- 
dem, Oder wenn es eine lange Zeit erfordert, an der oberen Kreuzung 40C eine liomogene Probe zu 
erhalten, wie mit verwickelten PoiymeriOsungen. Diese Implementierung der gedrangten Injektion 
halt auch einen unidirektionalen FluB durcfi den Trennkanal aufrecht, wie es fur eine der SSule 
10 nachgescfiaitete Reaktion erforderlich sein konnte, was nachfolgend unter Bezugnalime auf Figur 
22 diskutiert wird. 

I Gewundener Kanal 

Ein Anaiytinjektorsyste m 10D, auf welcfies die vorliegende Erfindung angewendet werden 

15 kann, ist in Figur 12 gezeigt. Cias in Figur 12 gezeigte Laborsystem 10D ist im wesentlichen zu dem 
in Figure gezeigten Laborsystem 10B identisch, mit der Ausnalime, dafj der Trennkanal 34D einem 
gewundenen Weg folgt. Der gewundene Weg des Trennkanals 34D erlaubt es, die Lange des 
Trennkanals setir stark zu eriiolien, oline die Flache des Substrats 49D, die benotigt wird, unn den 
gewundenen Weg zu implementieren, wesentiich zu ertiOlien. Eine VergrOBerung der Lange des 

20 Trennkanals 34D verbessert die Fahigkeit des Laborsystems 10D, Elennente eines Analyten zu un- 
tersciieiden. Bei einer speziellen AusfOhrung betrdgt die eingesciilossene L3nge (die von der Deck- 
platte 49D abgedeckt ist) des Kanals, der sich von Reservoir 16D zu Reservoir 18D erstreckt, 19 
mm, waiirend die L3nge des Kanalabschnitts 26D 6,4 mm und des Kanals 34D 171 mm betrdgt. Der 
Kurvenradius jeder Biegung des Kanals 34D, welcher ais eine TrennsSule dient, betragt 0,1 6 mm. 

25 Um eine Trennung unttsr Vewvendung des modifizierten Analytinjektorsystems 10D durchzu- 

^ fiihren, wird ein Analyt zuerst in die Injektionskreuzung 40D eingebracht, wobei eine gesteuerte Ver- 
teiiung gemSB der Erfindung oder eines der anderen oben beschriebenen Beiadungsverfaiiren ver- 
wendet wird. Nachdem der Analyt in die Kreuzung 40D des Mikrochiplaborsystems 10 geladen wur- 
de, werden die Spannungen vom Beladungsmodus in den Durchlauf- (Trennungs-) Betriebsmodus 

30 gescliaitet. Die Figuren 13(a)-13(e) zeigen eine Trennung von Rhodamin B (weniger zurOckgehal- 
ten) und Sulforhodamin (starker zuruckgehaiten) unter Anwendung der folgenden Bedingungen: Einj 
= 400 V/cm, Erun = 150 V/cm, Puffer = 50 mM Natriumtetraborat mit einem pH-Wert von 9,2. Die 
CCO-Bilder zeigen das Trennverfahren in Intervailen von 1 Sekunde, wobei Figur 13(a) ein Schema 
des Abschnittes des abgebildeten Chips zeigt und wobei die Figuren 13(b)-13{e) die Entwickiung der 

35 Trennung zeigen. 

Figur 13(b) zeigt wiederum die gedrangte Injektion, wobei die angelegten Spannungen an 
den Reservoirs 12D, 16D und 20D gleich sind und Reservoir 18D geerdet ist. Die Figuren 13(c)- 
13(e) zeigen den Pfropfen, der sich von der Kreuzung weg bewegt, 1 , 2 bzw. 3 Sekunden nach dem 
Umschalten in den Durchlaufn-iodus. In Figur 13(c) wandert der Injektionspfropfen um eine 90°- 
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Biegung, und eine Bandenverzerrung ist sichtbar, weil der innere Bereich des Pfropfens eine gerin- 
gere Distanz zurClcklegt als cler au&ere Bereich. In Figur 13(d) haben sich die Analyten in deutiiche 
Banden getrent>t, weiche in der Fomi eines Paraiieiogramms verzerrt sind. in Figur 13(e) smd die 
Banden gut getrennt und liaben eirte mehr rechteckige Fonn angenommen, d,h. ein Zusammen- 
5 brucli des Paraiieiogramms aufgrund von radialer Diffusion, einem zusatzlichen Beitrag zu einem 
Effizienzvertust. 

Wenn die Umschaltumg von idem Beladungsmodus in den Durchiaufmodus durchgefOhrt 
wird, ist ein sauberer AbriB des Injektionspfropfens von dem Analytenstrom enwQnscht, urn ein 
Nacliziehen zu vermeiden. Ciies wird erreicht, indem man die mobile Phase oder den Puffer aus 
10 Kanai 26D gleichzeitig in die Kanale 30D, 32D und 34D pumpt, indem man das Potential an der 
Kreuzung 40D unter dem Potential des Reservoirs 12D und ilber derv Potentiaien der Reservoirs 
16D, 18D und 20D halt. 

I In den reprasentativeri Experimenten, die hierin beschrieben sind, wurde die Kreuzung 40D 

wahrend des Durchiaufmodus bei 66% des Potentials von Reservoir 12D gehalten. Dies lieferte aus- 

15 reichenden Fluii des Analyten zurtick und weg von der Kreuzung 40D entlang der Kanale 300 und 
32D, ohne die Feldstarke in dsm Trennkanai 34D signifikant zu vemngern. Alternative Kanalausge- 
staltungen wurden es eriauben, dalJ ein groSerer Anteil des an das Reservoir 12D angelegten Po- 
tentials Dber den Trennkanai 34D abfallt, wobei die Effizienz verbessert wird. 

Dieser Dreiwegefluft ist in den Figuren 13(c)-13(e)demonstriert, wo die Analyten in den Ka- 

20 nSlen 300 und 320 (links bzw. rechts) sich mit der Zett welter weg von der Kreuzung bewegen. 
, DreiwegefluH eriaubt gut definierte, reproduzierbare Injektionen unter minimaiem Durchschlagen des 
Analyten in den Trennkanai 34D. 



Detektoren 

25 Bei den meisten Anwtsndungen, die fOr diese integrierten Mikrosysteme zur chemischen 

^ Analyse oder Synthese ins Aiige gefalSt werden, wird es notwendig sein, das in einem Kanal an 
einer oder mehreren Positioner! vorhandene IVIaterial, ahniich wie bei herkOmmlichen Labomieliver- 
fahren, zu quantifizieren. Techriiken, die typischenweise zur Quantifizierung vera/endet werden, um- 
fassen, sind jedoch nicht gesteuert auf optische Absorption, VerSinderung des Brechungsindex, 

30 Fluoreszenzemission, Chemilurnineszenz, verschiedene Formen von Raman-Spektroskopie, elektri- 
sche Leitfahigkeitsmessungen, elektrochemische amperometrische Messungen und Messungen der 
Schallwellenausbreitung. 

Messungen der optisch(3n Absorption werden ubiicherweise mit herkommlichen Laboranaly- 
sesystemen aufgrund der Allgeimeingultigkeit des Phanomens im UV-Bereich des elektromagneti- 

35 schen Spektmms durchgefuhrt. Die optische Absorption wird allgemein durch Messen der Damp- 
fung von auftreffender optischer Energie bestimmt, wenn sie durch eine bekannte Lange eines Ma- 
terials, das zu quantifizieren ist, hindurchtritt. Altemative AnsStze sind mbglich mit Lasertechnologie, 
einschliefilich photoakustischen und photothermalen Techniken. Solche Messungen konnen mit der 
hierin diskutierten Mikrochiptechnologie mit dem zusatzlichen Vorteil eingesetzt werden, dali opti- 
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sche Wellenleiter potentiell auf mikrotechnisch hergestelllen Einrichtungen integriert werden. Die 
Verwendung von optischen f-estk^rperquellen, wie LEDs und Diodenlasern mit und ohne Frequenz- 
umwandlungselementen, wdre fQr die Reduziemng der Systemgrdlie interessant. EIne Integration 
einer optischen Festkfirperquelle und von Detektorteclinologie auf einem Chip scheint derzeit nicht 
5 entwicklungsfShig zu sein, kamn jedoch eines Tages von interesse sein. 

Brechungsindexdetektoren wurden ebenfalls aligemein ftir die Quantifizierung von oheml- 
schen Analysesystemen mit einem fiieUenden Strom aufgrund der AllgemeingOltigkeit des Phano- 
mens eingesetzt, waren jedoch typischenA/eise weniger empfindlich ais optische Absorption. Auf 
Laser basierende Implementerungen der Brechungsindexdetektion konnten in einigen Fallen eine 

10 adaquate Empfindlichkeit lieforn und haben den Vorteil der Einfachheit. Fluoreszenzemission (oder 
Fluoreszenzdetektion) ist eine auBerst empfindliche Detektionstechnik und wird aligemein fur die 
Analyse von biologischen Materialien verwendet. Dieser Ansatz der Detektion hat besondere Rele- 
^ vanz fur miniaturisierte chemische Analyse- und Synthesevorrichtungen aufgrund der Empfindlich- 
keit derTechnik und der kleinen Volumina, die manipuliert und analysiert werden konnen (Vclumina 

15 im Pikoliterbereich sind moglich). Zum Beispiel hatte ein 100 pi Probenvolumen mit 1 nM Konzentra- 
tion an Analyt nur 60.000 zu verarbeitende und zu detektierende Analytenmolekule. Es gibt mehrere 
Veranschaulichungen in der l.iteratur fiir die Detektion eines einzelnen Molekuis in Lbsung durch 
Fluoreszenzdetektion. HSufig wird eine Laserqueile ais die Anregungsquelle fur ultrasensitive IVles- 
sungen venwendet, jedoch we^rden herkOmmliche Lichtquellen, wie Edelgasentladungslampen und 

20 lichtemittierende Dioden (LEDi;) ebenfalls verwendet. Die Fluoreszenzemission kann durch ein Pho- 
tomultiplienr5hrchen, eine Photodiode oder einen anderen Lichtsensor erfafit werden. Ein Felddetek- 
tor, wie ein Detektor mit ladungsgekoppeltem Bauelement (CCD), kann dazu verwendet werden, 
eine raumliche Verteilung eine:; Analyten abzubilden. 

Raman-Spektroskopie kann ais ein Detektionsverfahren fQr iVIikrochipvorrichtungen verwen- 

25 det werden mit dem Vorteil, daft molekulare Schwingungsinformation gewonneh wird, aber mit dem 
^ Nachteil relativ schlechter Empfindlichkeit. Die Empfindlichkeit wurde durch Effekte der oberflSchen- 
vergriSIXerten Raman-Spektroskopie (SERS) verbessert, aber nur auf dem Forschungsniveau. An- 
s3tze der elektrischen oder elektrochemischen Detektion sind ebenfalls von besonderem Interesse 
fiir die Implementierung auf Mikrochipeinrichtungen aufgrund der Einfachheit der Integration auf 

30 einer mikrotechnisch hergestellten Struktur und der potentiell hohen Empfindlichkeit, die erreicht 
werden kann. Der allgemeinsto Ansatz fur elektrische Quantifiziemng ist eine konduktometrische 
l\/lessung, d.h. eine Messung der Leitfahigkeit in einer ionischen Probe. Das Vorhandensein eines 
ionisierten Analyten kann entsprechend die Leitfahigkeit eines Fluides erhohen und eriaubt somit 
eine Quantifizierung. Amperometrische Messungen umfassen die Messung des Stroms durch eine 

35 Elektrode bei einem vorgegebesnen elektrischen Potential aufgrund der Reduktion oder Oxidation 
eines IVlolekuls an der Elektrode!. Eine gewisse Selektivitat kann durch Steueaing des Potentials der 
Elektrode erreicht werden, jedooh ist sie minimal. Amperometrische Detektion ist eine weniger ver- 
breitete Technik ais Leitfahigkeit, well nicht alle MolekQle Innerhalb der begrenzten Potentiale, die 
mit herkSmmlichen Losungsmittein eingesetzt werden kbnnen, reduziert oder oxidiert werden ken- 
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nen. Empfindlichkeiten im Beieich von 1 nM wurden in kleinen Volumina (10 nl) gezeigt. Der andere 
Vorteil dieser Technik ist, dal]> die Anzahl der gemessenen Elektronen (durchi den Strom) gleicli der 
Anzahl der vorhandenen Molf^kule ist. Die fur jedes dieser Detektionsverfaiiren erforderlichen Elek- 
troden k&nnert durch photoliittiograpl^ische Mustergebung und iVIetaiiabsclieidungsverfahren auf 
5 einem mikrotechnisch hiergestellten Bauteii enthialten sein. Elektroden k^nnten auch dazu verwendet 
wenJen, ein Ciiemilumineszenzdetektionsverfaliren zu initiieren, d.h. ein IVIolekul im angeregten Zu- 
stand wird iiber einen Oxidations-Reduktions-ProzeK erzeugt, welcties dann seine Energie auf ein 
Analytenmolekul ubertrSgt, wEilches anschlleHend ein Piioton emittiert, das detektiert wird. 

Akustische Messungein konnen ebenfalls zur Quantifizierung von Materialien ven/vendet 
10 werden, wurden jedocfi bis heute nicht In breitem Mafie eingesetzt. Ein Verfahren, das in erster Linie 
zur Gasphasendetektion venAendet wurde, ist die DSmpfung oder Phasenverschiebung einer Ober- 
flachenakustikwelle (SAW). /Adsorption von Material an der Oberflache eines Substrates, wo sichi 
^ eine SAW ausbreitet, beeinflulit die Ausbreitungscharakteristika und eriaubt eine Konzentratlonsbe- 
stimmung. Selektive Sorptionsimlttel auf der Oberflache des SAW-Bauteils werden haufig venvendet. 
15 AhnlictieTechniken konnen in den hierin beschriebenen Vorrictitungen brauchbar sein. 

Die IVIischfahigkeiten cler hierin beschriebenen Mikrochiplaborsysteme eignen sich fur Detek- 
tionsverfahren, welche die Ziigabe von einem oder mehreren Reagenzien umfassen. Derivatisie- 
rungsreaktionen werden allgemein in biochemischen Tests eingesetzt. Zum Beispiel werden Amino- 
sduren, Peptide und Proteine allgemein mit Dansylierungsreagenzien oder o-Phthaldialdehyd unter 
20 Herstellung von fiuoreszierenden MolekUlen, die einfach detektierbar sind, markiert. Altemativ konn- 
te ein Enzym als ein Markierungsmolekili venvendet werden, und ein Reagens, elnschiieKlich eines 
Substrats, konnte hinzugegeben werden, um ein enzymverstarktes Detektionssystem bereltzustel- 
len, d.h. das Enzym produzieit ein detektierbares Produkt. Es gibt viele Beispiele, wo solch ein An- 
satz in herkdmmiichen Laborverfahren eingesetzt wurde, um die Detektion entweder durch Absorp- 
25 tion Oder Fluoreszenz zu verEitSrken. Ein drittes BeispieF eines Detektionsverfahrens, das von inte- 
4P grierten IVIischverfahren profitieren konnte, ist Chemilumineszenzdetektion. Bei diesen Arten von 
Detektionsszenarien werden ein Reagens und ein Kataiysator mit einem geeigneten Zielmolekul 
gemischt, um ein MolekQI im angeregten Zustand zu erzeugen, das ein detektiedsares Photon emit- 
tiert. 

30 

Analvtenanhaufung 

Um die Empfindlichkeit des Mikrochipiaborsystems 10D zu erhohen, kann vor der Trennung 
eine Analytenvorkonzentrierung durchgefiihrt werden. KonzentrationserhShung ist ein nutzliches 
MIttel, speziell wenn Umweltproben und blologische Materialien, zwel Gebiete, die von der IVllkro- 
35 chiptechnologie angesprochen werden, analysiert werden. Analytenanhaufung ist eine vortellhafte 
Technik zur Verbindung mit e ektroforetischen Analysen. Zur Durchfiihrnng von Analytenanhaufung 
wird der Analyt in einem Puffer mit einer niedrigeren Leitfahigkeit als der Trennpuffer bereltgestellt. 
Der Unterschied in der Leitfahigkeit bewirkt, daii sich die lonen In dem Analyten am Anfang oder 
Ende des Analytenpfropfens JinhSufen, was zu einem konzentrierten Analytenpfropfenbereich fiihrt, 



23 



•••• 



der leichter detektiert werden kann. Aufwendigere Vorkonzentrierungstechniken umfassen Zwei- und 
Dreipuffersysteme, d.h. transiente isotachoforetische Vorkonzentrierung. Es ist klar, dali es umso 
schwieriger ist, die Injektionstschnik zu implementieren, je grOBer die Anzalil der involvierten LQsun- 
gen ist. Vorkonzentrleaingsstjfen sind gut geeignet fUr sine Implementierung auf einem Mikrochip. 
5 Elektroosmotiscii angetriebener Flufi ermdglicht, dali Trenn- und Probenpuffer oline die Verwen- 
dung von Ventilen Oder Pumpen gesteuert werden kSnnen. Verbindungen mil geringem Totvolumen 
zwischen KanSlen kOnnen elnfacti hergestellt werden und ennOglichen eine Fluidmanipulation mit 
hoher Genauigkeit, Geschwindigkeit und Reproduzierbarkeit. 

Unter emeuter Bezugnahme auf FIgur 12 wird die Vorkonzentrierung des Analyten an der 
10 Oberseite des Trennkanals 3^^D durcligefuhrt, wobei eine modifizierte gesteuerte Injektion verwen- 
det wird, urn den Analyten anzuhaufen. Zuerst wird ein Analytenpfropfen unter Verwendung von 
elektroosmotischem FluB auf den Trennkanal 34D gebracht. Dam Analytenpfropfen folgt dann mehr 
^ Trennpuffer aus dem Pufferreservoir 16D. An diesem Punkt hauft sicii der Analyt an den Grenzen 
des Analyten und des Trennpuffers an. Es wurden dansylierte Aminosauren als Analyt verwendet, 
15 welctie Anionen sind, die sich an der hinteren Grenze des Analytenpufferpfropfens anhaufen. Eine 
Implementierung der Analytenanhaufung wird zusammen mit den Wirkungen der AnhSufung sowohl 
auf die Trenneffizienz als auch die Detektionsgrenzen beschrieben. 

Fur die Anwendung einer gesteuerten Injektion unter Venwendung des Mikrochiplaborsy- 
stems 10D wird der Analyt in dem oberen. Reservoir 12D und der Puffer in dem linken Reservoir 16D 
20 gespeichert. Die gesteuerte Injektion, die fur die Analytenanhaufung verwendet wird, wird mit einem 
Analyten mit einer lonenstarkei, die geringer ist als diejenige des Laufpuffers, durchgefulirt. Puffer 
wird durch Elektroosmose aus dem Pufferreservoir 16D in Richtung sowohl des Analytenabfall- als 
auch des Abfalireservoirs 18D, 20D transportiert. Dieser Pufferstrom verhlndert, daB der Analyt in 
den Trennkanal 34D ausldiA. In einer reprSsentativen Ausfuhrungsfomn betragen die relativen Po- 
25 tentiale an den Puffer-, Analyten-, Analytenabfall- und Abfallreservoirs, 1, 0,9, 0,7 bzw. 0. FQr 1 kV, 
I die an den i\^ikrochip angelegt sind, betragen die Feldstdrken in den Puffer-, Analyten-, Analytenab- 
fall- und Trennkanalen wShrend derTrennung 170, 130, 180 bzw. 120 V/cm. 

Zur Injektion des Analyten auf den Trennkanal 340 wind das Potential an dem Pufferreser- 
voir 16D fiir eine kurze Zeitdauer (0,1 bis 10 Sekunden) erdfrei geschaltet (Offnen des Hochspan- 
30 nungsschaiters), und Analyt wandert in den Trennkanal. FQr 1 kV, die an den Mikrochip angelegt 
sind, betragen die Feldstarken in den Puffer-, Proben-, Probenabfall- und Trennkanalen wahrend der 
Injektion 0, 240, 120 bzw. 110 V/cm. Zum Abreilien des Analytenpfropfens wird das Potential an 
dem Puffen-eservoir 16D erneut angelegt (SchlielJen des Hochspannungsschalters). Das Volumen 
des Analytenpfropfens ist eine Funktion der Injektionszeit, der elektrischen Feldstarke und der elek- 
35 troforetischen Mobilitat. 

Die Zusaramensetzungem des Trennpuffers und des Analyten konnen ziemiich verschieden 
sein, jedoch kann mit den gesteuerten Injektionen die integritat sowohl des Analyten- als auch des 
Pufferstroms zur Durchfuhmng des Anhaufungsvorgangs alternativ in dem Trennkanal 34D auf- 
rechterhalten werden. Die Anahrtenanhaufung hangt von der relativen LeitfShigkeit v des Trennpuf- 
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fers gegenQber dem Analyten ab. Zum Beispiel ist y = 9,7 bei einem 5 mM Trennpuffer und einer 
0,516 mM Probe (0,016 mM Dansyl-Lysin und 0,5 mM Probenpuffer). Figur 14 zeigt zwei Injektions- 
profile furDidansyl-Lysin, das iQr 2 Sekunden mit y = 0,97 und 9,7 injiziert wurde. Das Injektionspro- 
fil mit Y = 0,97 (wobei die Trenn- und Probenpuffer beide 5 mM sind) zeigt keine AnliSufung. Das 
5 zweite Profil mit y = 9,7 zeigt esine maliige ErtiQhung urn 3,5 fiir die relafiven PeakhOiien gegenQber 
der Injektion mit y = 0,97. Didansyl-Lysin ist ein Anion und hduft sicli somit an der liinteren Grenze 
des ProbenpufFerpfropfens an. Zusatzlicli zur Erli5hung der Anaiytenkonzentration wird die rSumij- 
che Erstreckung des Pfropfenu begrenzt. Das Injektionsprofil mit y = 9,7 hat eine Breite bei halber 
H6he von 0,41 s, wogegen das Injektionsprofil mit y = 0,97 eine Breite bei fialber Hohe von 1 ,88 s 
10 aufweist. Die elektrische Feldistarke in dem Trennkanal 34D wahrend der Injektion (Injektionsfeld- 
starke) ist 95% der elektrisclien Feldstarke in dem Trennkanal wahrend der Trennung (Trennungs- 
feldstarke). Diese Profile werdsn gemessen, wahrend die Trennfeldstarke angelegt ist. FGr eine Irv- 

^ jektionszeit von 2 Sekunden wird fiir y = 0,97 eine Injektionspfropfenbreite von 1 ,9 s erwartet. 

Die Konzentrationserhohung aufgrund von Anhaufung wurde fiir mehrere Probenpfropfen- 
15 langen und relative Leitfahigkeiten des Trennpuffers und des Analyten bestimmt. Die Erhohung auf- 
grund von Anhaufung steigt m it zunehmenden relativen Leitfahigkeiten y an. in Tabelle 1 ist die Er- 
hohung fiir y von 0,97 bis 970 aufgelistet. Obwohl die Erhohung am groliten ist, wenn y = 970, leidet 
die Trenneffizienz aufgmnd eines elektroosmotischen Druckes, der von der Konzentrationsgrenze 
herrUhrt, wenn die relative LeitfShigkeit zu groli ist. Es mu& ein Kompromifl zwischen der Anhau- 

20 fungsverstarkung und der Trenneffizienz erreicht werden, und es wurde herausgefunden, daH k = 1 Q 
optimal ist. FUr Trenn ungen, die unter Ven/vendung von angehduften Injektlonen mit k = 97 und 970 
durchgefiihrt wurden, konnten Didansyl-Lysin und Dansyl-lsoleucin aufgrund eines Effizienzverlu- 
stes nicht aufgelOst werden. Auch well der Injektionsvorgang auf dem Mikrochip computergesteuert 
ist und die SSule nictit physikalisch von GefSli zu Gef3& transportiert wird, betragt die Reproduzier- 

25 barkeit der angeh£luften Injektionen 2,1% RSD (% relative Standardabweichung) fUr einen Peakbe- 

^ reich bei sechs wiederticlten Anaiysen. Zum Vergleich hat eine nicht gehSufte, gesteuerte Injektion 
eine RSD von 1,4% fiir einen Peakbereich von sechs wiederholten Analysen, und die gedrdngte 
injektion hat eine RSD von 0,75% fOr einen Peakbereich von sechs wiederholten Analysen. Dies 
entspricht gut beschriebenen V/erten fiir in groHem Mafistab arbeitenden, handelsQbllchen, automa- 

30 tisierten Kapiiiarelektroforeseinstrumenten. Jedoch sind Injektionen, die auf dem Mikrochip durchge- 
fUhrt werden, « 100-mal kleiner im Volumen, z.B. 100 pl auf dem Mikrochip gegenQber 10 nl auf 
einem handeisublichen InstrumenL 
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Tabelle 1 : Veranderung der Anhaufungsverstarkung mit der relativen Leitfahigkeit y 

Y Konzentrationserhohung 

0^97 1 
9,7 6,5 



....... . 



25- 



97 
970 



11,5 
13,8 



PufferstrOme von verschiedenen LeitfShigkeiten kOnnen auf Mikrochips genau kombiniert 
werden. Hierin beschrieben ist ein einfaches Anhaufungsverfahren, obwohl aufwendigere Anhau- 
fungssystemen durch Herstelllung eines Mikrochips mit zusatzlichen PufFerreservoirs eingesetzt 
5 werden k6nnen. Daruber hinsius konnen die vorlaufenden und naclilaufenden ElektrolytpufFer so 
ausgewShIt werden, da& sie die ProbenanhSufung verstdrken und schlie&lich die Oetektionsgrenzen 
unter die hierin gezeigten absenken. Es wird auch enwahnt, dali viel grSBere Verstarkungen fur an- 
organische (elementare) Kationen aufgrund der Kombination von feldverstarkter Analyteninjektion 
und besserer Ubereinstimmung von Analyten- und Pufferionenmobilitaten enwartet werden. 

10 Unabhangig davon, ob Probenhaufung venwendet wird, kann das Mikrochiplaborsystem 10D 

I aus Figur 12 dazu venwendet werden, elektroforetische Trennung eines Analyten, der aus Rhodamin 
B und Sulforhodamin zusammengesetzt ist, zu erreichen. Figur 15 zeigt Elektroferogramme bei (a) 
3,3 cm, (b), 9,9 cm und (c) 16 5 cm vom Injektionspunkt fur Rhodamin B (geringer zuruckgehalten) 
und Sulforhodamin (starker zuruckgehalten). Diese wurden unter Anwendung derfolgenden Bedin- 

15 gungen aufgenommen: Der Injoktionstyp war gedrangt, Emj = 500 V/cm, E^n = 170 V/cm, Puffer = 50 
mM Natriumtetraborat mit einem pH-Wert von 9,2. Urn Elektroferogramme in der herkommlichen Art 
und Weise zu erhalten, wurdei Einzelpunktdetektion mit dem Helium-Neon-Laser (grtine Linie) an 
verschiedenen Stellen entlang der Achse des Trennkanals 34D eingesetzt. 

Ein wichtiges Mali fOr die Brauchbarkeit eines Trennsystems ist die Anzahl an Bdden, die 

20 pro Zeiteinheit erzeugt werden, angegeben durch die Formel 



N/t = L/(Ht), 

^ worin N die Anzahl der thecretischen B5den, t die Trennungszeit, L die Lange der TrennsSule und H 
25 das IHOhenaquivalent fQr einen theoretischen Boden ist. Die BodenhOhe IH kann angegeben werden 
ais 

H = A + B/u, 

30 worin A die Surnme der Beitrjige der Injektionspfropfeniange und der Detektonweglange, B gleich 
20mi, worin Dm der Diffusionskoeffizient fiir den Anaiyten in dem Puffer ist, und u die iineare Ge- 
schwindigkeit des Analyten ist. 

Kombiniert man die zwui oben genannten Gleichungen und ersetzt u = pE, worin p die effek- 
tive elektroforetische Mobilitat des Analyten und E die elektrische Feldstarke ist, konnen die Boden 

35 pro Zeiteinheit als eine Funktion der elektrischen Feldstarke ausgedruckt werden: 



N/t = (pEf/(ApE + B). 



Bei niedrigen elektrischen Feldstdrken, wenn die axiale Diffusion die uberwiegende Form der 
Bandendispersion ist, ist der Ausdrucic ApE klein gegenOber B, und folglicli steigt die AnzatiJ der 
Beden pro Sekunde mit dem Cluadrat der elektrischen Feldstarke. 

Wenn die eiektrische Feldst3rke ansteigt, nahert sicii die Bodenh5he einem konstanten 
Wert, und die Bdden pro Zeiteiinheit steigen linear mit der elektrischen FeldstSrke an, well B gegen- 
Uber ApE klein Ist. Es ist daher vorteilhaft, A so gering wie mOglich zu haben, ein Vorteil des ge- 
drdngten injektionssystems. 

Die EfHzienz der elekti-oforetischen Trennung von Rhodamin B und Sulforhodamin an zehn 
gleichmSliig verteilten Positionen wurde aufgezeichnet, wobei jede ein getrenntes Experiment dar- 
stellt. 16,5 cm vom Injektionspunkt betragen die Effizienzen von Rhodamin B und Sulforhodamin 
38.100 bzw. 29.000 Bdden. Effizienzen von dieser Hohe sind fiir viele Trennungsanwendungen aus- 
reichend. Die Linearitat der Daten liefert Infomiation uberdie Gleichmaliigkeit und Qualitat des Ka- 
nals entlang seiner Lange. Wenn in dem Kanal ein Defekt, z.B. eine Vertiefung, vorhanden ware, 
wtirde dies zu einer scharfen Abnahme der Effizienz fuhren, jedoch v\/urde keine festgestellt. Die 
Effizienzdaten sind in Figur 16 aufgetragen (die Bedingungen fur Figur 16 waren die gleichen wie ftir 
FigurlS). 

Ein ahnliches Trennurigsexperiment wurde unter Verwendung des Mikrochipanalytinjektors 
10B aus Figur 6 durchgefiihrt. Aufgrund des geraden Trennkanais 34B ermSglicht der Anaiytinjektor 
10B schnellere Trennungen, iais sie unter Verwendung des gewundenen Trennkanais 34D des in 
Figur 12 gezeigten altemativen Analytinjektors 10D mSglich sind. Dariiber hinaus waren die verwen- 
deten elektrischen FeldstSrken hbher (470 V/cm und 100 V/cm ftir den Puffer bzw. die Trennkanaie 
268, 34B), was die Geschwincllgkeit der Trennungen weiter erhOhte. 

Ein besonderer Vorteil des ebenen Mikrochiplaborsystems 10B der vorliegenden Erfindung 
besteht darin, daK man mit laserinduzierter Fluoreszenz den Punkt der Detektion trgendwo entlang 
der TrennsSule plazieren kann. Die Elektroferogramme wereien bei TrenniSngen von 0,9 mm, 1,6 
mm uncf 11,1 mm von der Injektionskreuzung 40B erfaSt. Die Trenniangen von 1,6 mm und 11,1 mm 
wurden Qber einen Bereich von elektrischen Feldstarken von 0,06 bis 1 ,5 kV/cm venwendet, und die 
Trennungen haften eine GrundlinienauflSsung iiber diesen Bereich. Bei einer elektrischen Feldstar- 
ke von 1,5 kV/cm warden die Analyten, Rhodamin B und Fluoreszein, in weniger als 150 ms fdr die 
Trennlange von 0,9 mm aufgeldst, wie es in Figur 17(a) gezeigt ist, in weniger als 260 ms fiir die 1,6 
mm Trennlange, wie es in Figur 17(b) gezeigt, und in weniger als 1,6 Sekunden f£jr die Trennlange 
von 11,1 mm, wie es in Figur 1 7(c) gezeigt ist. 

Aufgrund der trapezformigen Geometrie der Kanale machen es die oberen Ecken schwierig, 
den Probenpfropfen prazise vi'egzuschneiden, wenn die Potentiale von dem Probenbeladungsmo- 
dus in den Trennmodus gesc;haltet werden. Daher hat der Injektionspfropfen einen geringfiigigen 
Schweif, der mit ihm verbunden ist, und dieser Effekt tragt wahrscheinlich zu dem Nachziehen bei, 
das man in den getrennten Peaks becbachtet. 
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In Figur 18 ist die Anzeihl der B6den pro Sekunde fur die Trenniangen von 1 ,6 mm und 1 1 ,1 
mm gegendber der elektrischen Feldst3rke aufgetragen. Die Anzalil der BOden pro Sekunde wird 
schnell eine lineare Funktion der elektrisclien Feldstarke, weil sich die Bodenliolie einem konstanterv 
Wert annahert. DieSymbole in Figur 18 reprSsentieren die experimentellen Daten, die fUr die zwei 
5 Analyten be! den TrennlSngen von 1,6 mm und 11,1 mm gesammelt wurden. Die Linien sind unter 
Venvendung derzuvorangegeibenen Gleichung berechnet, und die KoefFizienten sind experimentell 
bestimmt. Man sieht eine geringfQgige Abweichung zwisclien den experimentellen Daten und den 
berechneten Zahlen fQr Rhodamin B bel der TrennlSnge von 11,1 mm. Dies ist in erster Linie auf 
einen experimentellen Fehler zuruckzufUhren. 

10 

Elektrochromatoqraphie 

Ein Problem der Eleklroforese fur allgemeine Analysen ist ihr Unvermogen, ungeladene 

H: Spezies aufzutrennen. Alls neiitralen Spezies in einer bestimmten Probe werden keine elektroforeti- 
sclie Mobilitat besitzen und somit die gleiche Migrationszeit. Der in Figur 12 gezeigte Mikrochipana- 

15 lytinjektor 10D kann auch dazLi venwendet werden, Elektrochromatograpliie zur Trennung von nicht- 
ionischen Analyten durchzufuhren. Zur Durchfuhmng dieser Eiektrochromatographie wurde die 
Oberflache des Trennkanals 24D durch chemische Bindung einer Umkehrphasenbeschiclitung an 
die Wande des Trennkanals nach dem Verbinden der Deckplatte mit dem Substrat zum Einschlie- 
fien der Kanale prapariert. Det Trennkanal wurde mit 1 M Natriumhydroxid beliandelt und anschlie- 

20 (iend mit Wasser gespult. Der Trennkanal wurde bei 125°C fur 24 Stunden getrocknet, wahrend mit 
Helium bei einem Manometerdoick von etwa 50 kPa gespQIt wurde. Eine 25%-ige (w/w) Losung von 
Chlonjimethyloctadecylsilan (COS, Aldrich) in Toluol wurde in den Trennkanal mit einem Oberdmck 
an Helium von etwa 90 kPa geladen. Das ODS/Toluol-Gemisch wurde kontinulerlich in die SSuie 
wahrend der 18 Stunden Reaktionsdauer bei 125°C gepumpt. Die KanSle werden mit Toluol und 

25 anschlieliend mit Acetonitrll gespiltt, urn nicht umgesetztes ODS zu entfemen. Das Laborsystem 

" 10D wurde zur DurchfQhrung von Eiektrochromatographie an einem Analyten venwendet, der aus 
Cumarin 440 (C440), Cumarin 450 (C450) und Cumarin460 (C460; Exciton Chemicals Co., Inc.) mit 
10 pM fUr die direkten Fluoreszenzmessungen der Trennungen und 1 pM fOr die indirekten Fluores- 
zenzmessungen der Totzeit zusammengesetzt war. Der Puffer war ein Natriumtetraboratpuffer (10 

30 mM, pH 9,2) mit 25% (v/v) Aceionitril. 

Der Analytinjektor 10D wurde mit einem gedrSngten Analytbeladungsmodus und einem 
Trenn- (Durchlauf-) Modus betiieben, wie sie oben unter Bezugnahme auf Figur 6 beschrieben sind 
(was nicht erfindungsgemalJ ist). Der Analyt wird in das Injektionskreuz uber ein frontales Chrcma- 
togramm, welclies von dem /S.nalytenreservoir 16D zu dem Analytenabfallreservoir 18D befordert 

35 wird, beladen, und sobald die Front des langsamsten Analyten durch die Injektionskreuzung 40D 
hindurchtritt, ist die Probe bene t, analysiert zu werden. Zum Umschalten in den Trennmodus werden 
die angelegten Potential rekonfiguriert, z.B. durch manuelles Umwerfen eines Schalters. Nach dem 
Schalten der angelegten Potertiale ist der primare FlieBweg fiir die Trennung von dem Pufferreser- 
voir 12D zu dem Abfallreservoir 20D. Um einen kleinen Analytenpfropfen in den Trennkanal 34D zu 
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injizieren und zu verhindern, daft der iiberschiissige Analyt in den Trennkanal ausiauft, werden die 
Analyten- und Analytenabfallrfsservoirs 16D, 18D be! 57% des an das Pufferreservoir 12D angeleg- 
ten Potentials gehalten. Dieses Verfahren zur Beladung und Injektion der Probe ist zettunabhSngIg, 
nicht vorgespannt und reproduzierbar. 
5 In Figur 19 ist ein Chromatogramm der Cumarine fur eine lineare Geschwindigkeit von 0,65 

mm/s gezeigt. Fur C440 wurclen 11.700 Boden beobaclitet, was 120 BQden/s entspriclit. Der am 
stSrksten zurQckgehaltene Bestandteil, C460, besitzt eine Effizienz nahezu um eine Groftenordnung 
geringerals filr C440, welche 1.290 BiSden betrug. DerwellenfOmiige Hintergrund in den Chromato- 
grammen ist auf HintergrundflLioreszenz von dem Glassubstrat zuriickzufuiiren und zeigt die Ener- 

10 gieinstabilitat des Lasers. Dies beeintrachtigte jedoch niclit die Qualitat der Trennungen Oder der 
Detektion. Diese Ergebnisse lassen sich ziemlich gut mit herkdmmiichen Hochleistungs-LC- (HPLC-) 
Labortechniken bezijglicli der Olat-Zahlen vergleiclien und ubertreffen HPLC in der Gescliwindigkeit 
I um einen Faktor von 10. Die Effizienz nimmt mit der Zuruckliaitung schneller ab, ais man es anhand 
der Theorie vorhergesagt hatt(3. Dieser Effekt kann auf eine Qberiadung der stationaren oder kineti- 

1 5 schen Effekte der Einzellage aufgrund der hohen Geschwindigkeit der Trennung zurGckzufiihren 
sein. 

l\/lizellare elektrokinetisclie Kapillarchromatoqraohie 

In den oben unter Bezugnahme auf Figur 19 diskutierten elektrochromatographischen Expe- 

20 rimenten wurden Probenbestandteile aufgrund Ihrer Aufteilungswechselwlrkung mit einer stationaren 
Pliase, mit der die KanalwSnde beschichtet waren, getrennt. Ein anderes Verfahren zum Trennen 
von neutralen Analyten ist mizellare elektrokinetisclie Kapillarchromatographie (MECC). MECC ist 
eine Betriebsweise der Elekti'oforese, bei der ein Detergens, wie Natriumdodecylsulfat (SDS), in 
einer ausreichenden Konzentration zur dem Puffer hinzugegeben wird, so daft in dem Puffer Mizel- 

25 lerv geblldet werden. in einer iypischen experimentelien Anordnung bewegen sich die Mizellen viel 

^' langsamer in Richtung der Kathode als die umgebende Pufferldsung. Die Aufteilung der geldsten 
Stoffe zwischen den Mizellen und der umgebenden Pufferldsung liefert einen Trennungsmechahis- 
mus, 3hnllch demjenigen von l-IUssigchromatographie. 

Das Mikrochiplaborsystem 10D aus Figur 12 wiirde venwendet, um dies an einem Analyten 

30 durchzufuhren, der aus neutralen Farbstoffen Gumarin 440 (C440), Cumarin 450 (C450) und Cuma- 
rin 460 (C460, Exciton Chemical Co., Inc.) zusammengeset2rt war. Einzelne Stammlosungen jedes 
Farbstoffs wurden in Methancil hergestellt und anschlieftend vor der Venwendung in dem Analyse- 
puffer verdunnt. Die Konzentnjlion jedes Farbstoffs betrug etwa 50 |jlVI, wenn es nicht anders ange- 
geben ist. Der MECC-Puffer testand aus 10 mM Natriumborat (pH 9,1), 50 mM SDS und 10% (v/v) 

35 IVIethanol. Der Methanol unterstutzt das Losen des Cumarin-Farbstoffs in dem waftrigen Puffersy- 
stem und bewirkt auch die Aufteilung von einigen der Farbstoffs in die Mizellen. Beim Arbeiten mit 
Cumarin-Farbstoffen ist Vorsicht walten zu lassen, da die chemischen, physikalischen und toxikolo- 
gischen Eigenschaften dieser Farbstoffe noch nicht volistandig aufgeklart sind. 



Das Mikrochiplaborsystem 10D wurde in dem "gedrangten Injektionsmodus" betrieben, der 
zuvor beschrieben wurde (welcher nicht Gegenstand der Erfindung ist). Die an die Reservoirs ange- 
iegten Spannungen werden ontweder auf einen Beladungsmodus oder einen "Betriebs"- (Tren- 
nungs-) Modus eingestellt. In dem Beladungsmodus wird ein frontales Chromatogramm der Ldsung 
in dem Analytenreservoir 16D elektroosmotisch durch die Kreuzung und in das Analytenabfallreser- 
voir 18D gepumpt. Spannungen, die an die Puffer- und Abfallreservoirs angelegt sind, bewirken 
auch schwache Str&me in die Kreuzung von den Seiten und anschlieKend in das Analytenabfallre- 
servoir 18D. Der Chip bleibt in diesem IViodus, bis.die sicli am langsamsten bewegende Komponen- 
te des Analyten durch die Kreuzung 40D hindurchgetreten ist. An diesem Punkt ist der Analy- 
tenpfropfen in der Kreuzung fur die Analytenlosung ohne elektrokinetisclie Vorspannung reprSsenta- 
tiv. 

Eine Injektlon wird vorgenommen, indem man den Chip in den "Betriebs'-IVIodus umschaitet, 
wobei die an die Reservoirs angelegten Spannungen so verSndert werden, da[J Puffer nun aus dem 
Pufferreservoir 12D durch die Kreuzung 400 in den Trennl<anal 34D zu dem Abfallreservoir 20D 
flieRt. Der Pfropfen aus Analyt, der in der Kreuzung 40D war, wird in den Trennkana) 34D gespiilt. 
Entsprechend geringere Sparmungen werden an die Analyten- und Anaiytenabfalireservoirs 16D, 
18D angelegt, urn einen schwachen FiuU von Puffer aus dem Pufferreservoir 12D in diese Kanale zu 
bewirken. Diese Strome stellei sicher, da(i der Probenpfropfen sauber von dem Analytenstrom "ab- 
reilit" und dalS kein uberschQsjjiger Analyt wahrend der Analyse in den Trennkanal auslSuft. 

Die Ergebnisse der MECC-Analyse eines Gemisches aus C440, C450 und C460 sind in Fi- 
gur 20 gezeigt. Die Peaks warden durch Einzelanalysen jedes Farbstoff identifiziert. Die IVligrations- 
zeitstabilitat des ersten Peaks, C440, bei veranderter Methanolkonzentration war ein starkes Anzei- 
chen dafUr, daR dieser Farbstoff sich nicht in einem signifikanten Ausmali in die Mizellen verteilte. 
Daher wurde er als ein Marker fUr den eiektroosmotischen FluB mit einer Migrationszeit tO angese- 
hen. Der letzte Peak, C460, wurde als ein Marker fOr die mizellare Migrationszeit tm angesehen. 
Unter Venwendung dieser Werte von tO und tm aus den Daten in Figur 20 betragt der berechnete 
Elutionsbereich tO/tm 0,43. Dies stimmt gut mit einem Literatunwert von tO/tm = 0,4 fiir ein Shniiches 
Puffersystem iiberein und unterstutzt unsere Annahme. Diese Ergebnisse sind gut vergleichbar mit 
herkfimmlicher MECC, die in Kaplllaren durchgefChrt wird, und zeigt auch einige Vorteile gegenuber 
dem oben beschriebenen elelttrochramatographischen Experiment dahingehend, dalS die Effizienz 
mit dem Ruckhalteverhaltnis erhalten bleibt. Weitere Vorteile dieses Ansatzes zur Trennung neutra- 
ler Spezies sind, dali keine Oberflachenmodifikation der Wande notwendig ist und dad die stationS- 
re Phase wdhrend der Experimente kontinuierlich emeuert wird. 

Analyse anorqanischer lonen 

Eine weitere Laboraneiiyse, die entweder auf dem Laborsystem 10B aus Figur 6 oder dem 
Laborsystem 10D aus Figur 12 durchgefuhrt werden kann, ist die Analyse von anorganischen lonen. 
Unter Verwendung des LaboRjystems 10B aus Figur 6 wurde Analyse von anorganischen lonen an 
Metallionen, die mit 8-Hydroxychinoiin-5-sulfonsaure (HQS) komplexiert waren, welche durch EIek- 
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troforese getrennt und mit durch UV-Laser induzierter Fluoreszenz detektiert werden, durchgefiihrt. 
HQS wurde in weitem Malie sis ein Ligand fOr optische Bestimmungen von Metallionen verwendet. 
Die optisclien Eigenschaften und die Ldsliclikeit von HQS in waiJrigen IVIedien wurden kUrziich fUr 
die Detektion von Metallionen venvendet, die durch lonenchromatographie und Kapillareiektroforese 
5 getrennt wurden. Weil nicht komplexierte HQS nicht fluoresziert, wird ein OberschuB an Ligand zu 
dem Puffer iiinzugegeben, urn das Kompiexierungsgleichgewlcht wShrend der Trennung aufrecht- 
zuerhalten, ohne zu einem: grolien Hintergrundsignal beizutragen. Dies ist sowohl fur die Effizienz 
der Trennung ais auch die Deitektierbarkeit der Probe vorteilhaft. Die Verbindungen. die fQr die Ex- 
perimente venwendet werden, sind Zinksulfat, Cadmiumnitrat und Aluminiumnitrat. Der Puffer ist 
10 Natriumphosphat (60 mM, pH 6,9) mit 8-Hydroxychinolin-5-sulfonsaure (20 mM fur alle Experimente, 
ausgenommen Figur 5; Sigma Chemical Co.). Wenigstens 50 mM Natriumphosphatpuffer werden 
benotigt, um bis zu 20 mM HQS zu losen. Das venvendete Substrat 49B war Glasquarz, welches 

I eine grOliere Sicht bietet als Glassubstrate. 

Die erdfreie Oder gednangte Analytenbeladung, wie sie zuvor unter Bezugnahme auf Figur 6 

15 beschrieben ist (welche nicht erfindungsgemaG. ist), wird zum Transportieren des Analyten zu der 
Injektionskreuzung 40B verwendet. Mit der erdfreien Probenbeladung hat der injizierte Pfropfen kei- 
ne elektroforetische Vorspannung, aber das Volumen der Probe ist eine Funktion der Probenbela- 
dungszeit. Weil die Probenbeladungszeit umgekehrt proportional zu der eingesetzten FeldstSrke ist, 
wird fur hohe injektionsfeldstilrken eine kQrzere Injektionszeit als fUr niedrige Injektionsfeldstarken 

20 venvendet. Zum Beispiel betrJigt fiir eine Injektionsfeldstarke von 630 V/cm (Figur 3a) die Injektions- 
zeit 12 Sekunden, und fQr eine Injektionsfeldstarke von 520 V/cm (Figur 3b) betragt die injektionszeit 
14,5 Sekunden. Sowohl die gedrSngte als auch die erdfreie Probenbeladung kann mit und ohne 
UnterdrUckung des elektroosmotischen Flusses verwendet werden. 

Die Figuren 21(a) und 21 (b> zeigen die Trennung von drei Metallionen, die mit 8- 

25 Hydroxychinolin-5-sulfsonsauie komplexiert sind. Alle drei Komplexe haben eine negative Nettola- 

' dung. Mit dem durch die kovalente Bindung von Polyacrylamid an die KanalwSnde minimierten elek- 
troosmotischen Fluli werden gegenUber der Erdung negative Potentiale venvendet, um die Komple- 
xe wShrend der Probenbeladung und -trennung zu manipulieren. In den Figuren 21(a) und 2i(b) ist 
die Trennkanalfeldstarke 870 bzw. 720 V/cm:, und die TrennungslSnge betragt 16,5 mm. Das Volu- 

30 men des injizierten Pfropfens ist 120 pi, was 16, 7 und 19 injizierten fmdl ftir Zn, Cd bzw. Al fQr Figur 
4(a) entspricht. In Figur 4(b) wurden 0,48, 0,23 bzw. 0,59 fmol Zn, Cd bzw. Al auf die Trennsaule 
injiziert. Die durchschnittliche Reproduzierbarkeit der injizierten Mengen betragt 1,6% RSD (% relati- 
ve Standardabweichung), gemessen anhand von Peakflachen (sechs wiederholte Analysen). Die 
Stabilitat des zur Anregung di3r Komplexe verwendeten Lasers betragt « 1% RSD. Die Detektions- 

35 grenzen liegen in einem Bereich, wo brauchbare Analysen durchgefuhrt werden kdnnen. 



Dem Trennkanal nachqescha teter Reaktor qemafl der vorlieqenden Erfindunq 



Ein Mikrochiplaborsystem IDE gemaU der Erfindung ist in Figur 22 gezeigt. Das Muster der 
Kanale mit fiinf AnschlQssen ist auf einem Substrat 49E mit einem Deckglas 49E' verteilt, wie in den 
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zuvor beschriebenen Ausfuhrungsformen. Die Ausfiihrungsform des Mikrochiplaborsystems 10E 
wurde unter Verwendung von standardphotolithographischen, nalichemischen Atz- und Bindungs- 
techniken hergestellt. Eine Photomaske wurde durch Besputtem von Chrom (50 nm) auf einen 
GlasobjekttrSger und Abtragen der Kanalausgestaltung in den Cliromfiim mittels eines CAD/CAM- 
5 Laserverdampfungssystems (f^esonetics, Inc.) Iiergestellt. Das Kanaldesign wurde dann unter Ver- 
wendung eines positiven Pliotoresists auf das Supstrat iibertragen. Die Kangle wurden in einem 
verdQnnten HF/NH4F-Bad in dss Substrat gedtzt. Zur Ausbildung des Trennkanals 34E wurde eine 
Deckplatte unter Verwendung einer direkten Verbindungstechnik (iber den geatzten Kanaien mit 
dem Substrat verbunden. Die Oberflachen wurden in verdUnnter NH40H/H202-L6sung hydrolysiert, 

10 in entionisiertem, gefiltertem H2O gespOit, miteinander verbunden und anschliellend bei 500°C 
getempert. Zylindrische Glasresen/oirs wurden unter Verwendung von RTV-Silikon (hergestellt von 
General Electric) an dem Substrat befestigt. Platinelektroden stellten elektrischen Kontakt von dem 
I Spannungsregier 46E (Spellman CZE1000R) zu den LSsungen in den Reservoirs her. 

Der Kanal 26E ist bei einer Ausfuhrungsform von dem ersten Reservoir 12E zu der Kreu- 

15 zung 40E 2,7 mm iang, wahrond der Kanal 30E 7 mm und der dritte Kanal 32E 6,7 mm lang sind. 
Der Trennkanal 34E ist aufgnind der Hinzufiigung eines Reagenzienreservoirs 22E, welches einen 
Reagenzienkanal 36E aufweist, der den Trennkanal 34E an einem Misch-T 44E verbindet, modifi- 
ziert, so dali er nur 7,0 mm Icing ist. Daher wird die Lange des Trennkanals 34E von der Kreuzung 
40E bis zu dem Misch-T 44E gemessen. Der Kanal 56, der sich von dem Misch-T 44E zu dem Ab- 

20 fallreservoir 20E erstreckt, ist die Reaktionssaule oder der Reaktionskanal, und bei der dargestellten 
AusfQhrungsform ist dieser Ksmal 10,8 mm lang. Die Ldnge des Reagenzienkanals 36E betrSgt 1 1,6 
mm. 

In einem reprSsentativen Belspiel wurde die AusfUhrungsfonn gema& Figur 22 venA^endet, 
um einen Analyten aufzutrennen, und die Trennung wurde mittels Fluoreszenz unter Venwendung 

25 eines Argonionenlasers (351,1 nm, 50 mW, Coherent Innova 90) fOr die Anregung auf dem Mikro- 

^ chip aufgezeichnet. Das Fluoreszenzsignal wurde mit einem Photomultiplierrohrchen (PMT, Oriel 
77340) fiir die Punkterfassung und einem ladungsgekoppelten Bauelement (CCD, Princeton instru- 
ments, Inc. TE/CCD-512TKN] zum Abbilden eines Bereichs des Mikrochips 90 gesammelt. Die zum 
Testen der Vorrichtung venweideten Verbindungen waren Rhodamin B (Exciton Chemical Co., Inc.), 

30 Arginin, Glycin, Threonin und o-Phthaldialdehyd (Sjgma Chemical Co.). Ein Natriumtetraboratpuffer 
(20 mM, pH 9,2) mit 2% (v/v) Methanol und 0,5% (v/v) ^-IVIercaptoethanol war in alien Tests der 
Puffer. Die Konzentrationen der AminosSure-, OPA- und Rhodamin B-L6sungen waren 2 mlW, 3,7 
mM bzw. 50 pM. Es wurden vsrschiedene Betriebsbedingungen verwendet. 

Die schematische Darstellung in Figur 23 zeigt ein Beispiel, wenn 1 kV an das gesamte Sy- 

35 stem angelegt ist. Mit dieser Spannungskonfiguration sind die elektrischen Feldstarken in dem 
Trennkanal 34E (Esep) und cem Reaktionskanal 36E (Erxn) 200 bzw. 425 V/cm. Dies eriaubt die 
Kombination von 1 Teil TrennungsausfiuR mit 1,125 Teiien Reagens an dem Misch-T 44E. Ein Ana- 
lyteneinfuhrungssystem wie dieses mit oder ohne der Saule nachgeschalteter Reaktion eriaubt eine 
sehr schnelle Zykluszelt fOr visle Analysen. 



Die Elektroferogramme^ (A) und (B) in Figur 24 zeigen die Trennung von zwei Paaren von 
Aminosduren. Die Spannungsl':onfiguraUon ist die gleiche wie in Figur 23 mit der Ausnahme, da& die 
gesamte angelegte Spannung 4 kV betrdgt, was einer elektrischen Feldstarl<e von 800 V/cm in der 
TrennsSuIe (Esep) und 1.700 V/cm in der Reaktionssaule (Enm) entspricht. Die Injektionszeiten betru- 
gen 100 ms ftlr die Tests, was. geschatzten Injektionspfropfeniangen von 384, 245 bzw. 225 jjm fQr 
Arginin, Giycin bzw. Threonin entsprlclit. Die Injektlonsvolumlna von 102, 65 bzw. 60 pi entspreciien 
200, 130 bzw. 120 injizierten Fmol fOr Arginin, Giycin bzw. Threonin. Der Detektionspunkt iiegt 6,5 
mm stromabwarts von dem iVIisch-T, was eine GesamtsSuleniange von 13,5 mm filr die Trennung 
und Reaktion ergibt. 

Die Reaktionsraten der Aminosauren mit dem OPA sinrf maiSig schneli, aber nicht sclinell 
genug auf der Zeitskala dieser Experimente. Eine Zunahme der Bandenverzerrung wird beobachtet, 
weil die Mobilitaten der derivatisierten Verbindungen von den reinen Aminosauren verschieden sind. 
Bis die Reaktion vollstandig isl, werden sicti die Zonen aus nicht umgesetzter und umgesetzter Ami- 
nosaure mit verschiedenen G(jschwindigkeiten bewegen, was eine Verbreiterung der Analytenzone 
bewirkt. Wie as in Figur 24 gezeigt wird, weist Giycin die grolite Diskrepanz der elektroforetischen 
Mobilitaten zwischen der derivatisierten und der nicht derivatisierten Aminosaure auf. Um sicherzu- 
stellen, dali die ubermallige Bandenverbreitemng nicht eine Funktion der Ruckhaitezeit war, wurde 
Threonin ebenfaiis getestet. Threonin hat eine geringfiigig ISngere ROckhaltezeit als das Giycin, 
jedoch ist die Verbreiterung nicht so stark wie fiir Giycin. 

Zum Testen der Effizieinz des Mikrochips sowohl in der Trennsaule als auch der Reaktions- 
saule wurde ein FluoreszenzlaserfarbstofT, Rhodamin B, als eine Sonde venArendet. Effizienzmes- 
sungen, berechnet antiand deir Peakbreite be! halber H6he, wurden unter Anwendung des Punktde- 
tektionssystems bei Abstanden von 6 mm und 8 mm von dem Injektionskreuz Oder 1 mm stromauf- 
warts und 1 mm: stromabwarts von dem Misch-T durchgefQhrt. Dies lieferte Infonnation Gber die Wir- 
kungen des Mischens der zwei Strfime. 

Die elektrischen Feldsiarken in der Reagenziensaule und der Trennsaule waren etwa gleich, 
und die Feldstarke in der Reaktionssaule betrug das Zwerfache derjenigen der Trennsaule. Diese 
Konfiguration der angelegten Spannungen eriaubte ein Volumenverhaitnis von etwa 1:1 von Deriva- 
tisiemngsreagens und AusfluB. aus der Trennsaule. Mit Zunahme der Feldstarken stieg das Ausmali 
an Turbulenz an dem Misch-T. Bei der Trenndistanz von 6 mm (1 mm stromaufWarts von dem 
Misch-T) war die Bodenhohe, wie erwartet, das Inverse zu der linearen Geschwindlgkeit des Analy- 
ten. Bei der Trenndistanz von 8 mm (1 mm stromaufWarts von dem Misch-T) nahmen die Bodenhd- 
hen ab, wie erwartet, als das Inverse der Geschwindigkeit des Analyten. Bei der Trenndistanz von 8 
mm (1 mm stromabwarts von dem Misch-T) nahmen die Bodenhohendaten von 140 V/cm zu 280 
V/cm zu 1.400 V/cm ab. Dieses Verhalten ist abnormal und zeigt ein Bandenverbreiterungsphano- 
men, wenn zwei Strome mit cjleichen Volumina zusammenlaufen. Die Geometrie des Misch-T war 
nicht optimiert, um diese Bandenverzen-ung zu minimieren. Uber einer Trennfeidstarke von 840 
V/cm stabilisiert sich das System und die Bodenhohe nimmt mit zunehmender linearer Geschwin- 




digkeit wieder ab. FQr Egep = 1400 V/cm betragt das Verhaitnis der Bodenhbhen bei den TrennlSn- 
gen von 8 mm und 6 mm 1 ,22, was kein inakzeptabler Verlust der Effizienz der Trennung ist. 

Die Intensitat des Fluoreszenzsignals, das aus der Reaktion von OPA mit AminosSure er- 
zeugt wurde, wurde durch kontinuierliches Pumpen von Glycin entlang des Trennkanals zum Mi- 
5 schen mit dem OPA an dem IVIIsch-T getestet. Das Fluoreszenzsignal aus der OPA/Aminosaure- 
Reaktion wurde unter Verwendung einer CCD gesammeit, wahrend: sicli das Produkt stromabwSrts 
von dem Misch-T bewegte. V\fieder war das relative Volumenverhflltnis des OPA und des Glycln- 
stroms 1,125. OPA iiat eine typische Halbwertszeit der Reaktion mit AminosSuren von 4 Sekunden. 
Die durchschnlttliciien Venveil;:eiten eines AnalytenmolekUls in dem Beobacl^tungsfenster sind 4,68, 

1 0 2,34, 1,17 und 0,58 Sekunden fur die elektrischen Feldstarken in der Reaktionssaule (Entm) von 240, 
480, 960 bzw. 1.920 V/cm. Dis reiativen Intensitaten der Fluoreszenz entspreciien qualitativ dieser 
Halbwertszeit der Reaktion von 4 Sekunden. Wenn die Feldstarke in dem Reaktionskanal ansteigt, 
I verschleben sich die Steigung und das Maximum der intensitat der Fluoreszenz weiter stromab- 
warts, weil das Glycin und OPA mit hoheren Feldstarken schneller aus dem Misch-T weggespOlt 

15 werden. idealerweise hatte die: beobachtete Fluoreszenz aus dem Produkt eine Stufenfunktion einer 
Antwort nach dem Mischen des Trennungsausfiusses und des Derivatisierungsreagenzes. Jedoch 
verhindem die Kinetik der Reaktion und die letztendliche MIschrate, welctie durch Diffusion bestimmt 
wird, dafl dies auftritt. 

Die Trennung unter V(3rwendung des dem Trennkanal nachgeschalteten Reaktors verwen- 
20 dete ein gesteuertes Reaktiomssystem gemali der vorliegenden Erfindung, um die Analyten-, Puffer- 
und Reagenzienstrdme isolieri: zu halten, wie es oben unter Bezugnahme auf Figur 3 diskutiert ist. 
FUr die dem Trennkanal nachgeschalteten Reaktionen wurde der Mikrochip in einem kontlnulerll- 
chen Analytenbeladungs-/-trer>nmodus betrieben, wobei der Analyt kontinuierlich aus dero Analyten- 
reservoir 12E durch die injeklionskreuzung 40E in Richtung des Analytenabfallreservoirs 18E ge- 
25 pumpt wurde. Puffer wurde gleichzeltig aus dem Puffen^eservoir 16E in Richtung der Analytenabfall- 
' und Abfallreservoirs 18E, 20E gepumpt, um den Analytenstrom abzulenken und zu verhindem, dali 
der Analyt den Trennkanal eritlang wandert. Zur Injektion eines kleinen allquoten Tells von Analyt 
werden die Potentiate an den Puffer- und Analytenabfallreservoirs 16E, 18E einfach fur eine kurze 
Zeitdauer (» 100 ms) erdfrei geschaltet, um zuzulassen, daii der Analyt als eih Analyteninjekti- 
30 onspfropfen entlang des Trennkanals wandert. Zum Abreil^n des Injektionspfropfens werden die 
Potentlale an den Puffer- und i\nalytenabfallreservoirs 16E, 18E emeut angelegt. 

Die Verwendung von mikrotechnisch hergestellten, der Saule nachgeschalteten Reaktoren 
kann die Wirkung der dem Treinnkanal nachgeschalteten Reaktionen als ein analytisches Werkzeug 
durch Minimieren des Volumens der Plombierung auBerhalb des Kanals, insbesondere zwischen 
35 den Trenn- und Reagenzienkanalen 34E, 36E, verbessem. Diese Mikrochipausgestaltung (Figur 22) 
wurde mit geringen Langen fiir den Trennkanal 34E (7 mm) und den Reagenzienkanal 36E (10,8 
mm) hergestellt, was fiir diese Demonstration mehr als ausreichend war. Langere Trennkanale kon- 
nen auf einem Mikrochip mit cihnlicher GroUe unter Verwendung eines gewundenen Pfades herge- 
stellt werden, um schwierigere Trennungen durchzufuhren, wie es oben unter Bezugnahme auf Pi- 
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gur 12 diskutiert wird. Um die Bandenverzerrungen hinter dem Misch-T zu vemngern, sollte das 
Verhgltnis der Kanalabmessungen zwischen dem Trennkanal 34E und dem Reaktionskanal 56 so 
minimiert werden, da(J die alektrisclie Feldstarke in dem Trennkanal 34E groli ist, d.h. ein enger 
Kanal, und in dem Reaktionskanal 56 klein ist, d.h. ein breiter Kanal. 
5 FQr Kapillartrennsysteme konnen die kleinen Detektionsvolumina die Anzahl an Detektions- 

systemen, die ven/vendet werden kdnnen, um Information herauszuzielien, begrenzen. Fluores- 
zenzdetektion bleibt eine der empfindlichsten Detektionstechniken fQr Kapillarelektrofbrese. Wenn 
man Fluoreszenzdetektion in ein System aufnimmt, das keine naturlich fluoreszierenden Analyten 
auivveist, mu& entweder vor Oder nach der Trennung eine Derivatisierung des Analyten stattfinden. 

10 Wenn die fluoreszierende "Markierung" von kurzer Lebensdauer ist oder die Trennung durch der 
Trennung vorgeschaltete Derivatisierung gestert wird, wird die der Saule nachgeschaltete Zugabe 
von Derivatisierungsreagens 2ur Methode derWahl. Eine Vielzahl von der Trennung nachgeschalte- 
\ ten Reaktoren wurden fur Kapillarelektroforese gezeigt. Jedoch war die Fahigkeit, einen der Tren- 
nung nachgesclialteten Reakior mit Verbindungen fQr auRerst niedrige Volumina zur Minimierung 

15 der Bandenverzerrung zu kcnstruieren, schwierig. Die vorliegende Erfindung wShlt den Ansatz der 
Herstellung einer Mikrochipeinrichtung fur elektroforetische Trennungen mit einem integrierten, der 
Trennung nacligeschalteten F:eaktionskanal 56 in einer einzelnen monolithischen Vorrichtung, was 
SuHerst kleine Volumenaustaiische zwischen einzelnen Kanalfunktionen emnoglicht. 

20 Dem Trennkanal vorqeschaitetes Reaktionssvstem qemafi der voriieqenden Erfindung 

Anstelle der in Figur 22 gezeigten Ausgestaltung des dem Trennkanal nachgeschalteten 
Reaktors umfalit das Mikrochiplaborsystem 10F, das in Figur 25 gezeigt ist, einen dem Trennkanal 
vorgeschaiteten Reaktor. Die in Figur 25 gezeigte Ausgestaltung des dem Trennkanal vorgeschalte- 
ten Reaktors ist der in Figur 1 gezeigten Shnlich mit der Ausnahme, da& die ersten und zweiten Ka- 

25 naie 26F, 28F mit der Reaktionskammer 42F eher eine "Torpfosten"-Gestalt ausbilden als die "Y"- 

' Gestalt aus Figur 1. Die Reaktionskammer 42F wurde so ausgestaltet, daH sie breiter ist als der 
Trennkanal 34F, um in der Fleaktionskammer niedrigere elektrlsche Feldst3rken zu erhalten und 
somit I3ngere Venweilzeiten fjr die Reagenzien. Die Reaktionskammer ist 96 pm breit bei halber 
I-I5he und 6,2 pm tief, und der Trennkanal 34F ist 31 pm breit bei halber Hdhe und 6,2 pm tief. 

30 Das Mikrochiplaborsysitem 10F wurde venwendet, um dem Trennkanal vorgeschaltete Onli- 

ne-Reaktionen durchzufilhren, gekoppelt mit elektroforetischer Analyse der Reaktlonsprodukte. Hier 
wird der Reaktor kontinuierlichi mit kleinen aliquoten Teilen betrieben, die periodisch in den Trennka- 
nal 34F unter Venwendung dei; unter Bezugnahme auf Figur 3 oben diskutierten gesteuerten Vertei- 
lers eingebracht werden. Der Betrieb des Mikrochips besteht aus drei Elementen: der Derivatisie- 

35 rung von Aminosauren mit o- Phthaldialdehyd (OPA), Injektion der Probe auf die Trennsaule und 
Trennung/Detektion der Besterndteile des Reaktorausflusses. Die fur die Experimente verwendeten 
Verbindungen waren Arginin (0,48 mM), Glycin (0,58 mM] und OPA (5,1 mM; Sigma Chemical Co.). 
Der Puffer in alien drei Reseivoirs war 20 mM Natriumtetraborat mit 2% (v/v) Methanol und 0,5% 
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(v/v) 2-Mercaptoethanol. 2-Meircaptoethanol wird dem Puffer als ein Reduktionsmittel fur die Deriva- 
tisiemngsreaktion zugegeben. 

Zum Implemenliemng der Reaktion wurden die Reservoirs 12F, 14F, 16F, 18F und 20F 
gleichzeitig mit gesteuerten Spannungen von 0,5 HV, 0,5 HV, HV, 0,2 HV bzw. Erdung versorgt. 
5 Diese Konfiguration eriaubte den niedrigsten Potentialabfall Qber die Reaktionskammer 42F (25 
V/cm fOr an den Mikrochip aiigelegte 1,0 kV) und den Ii5chsten Qber den Trennkanal 34F (300 
V/cm) fUr an den l\/Iikrochip angelegte 1,0 kV) oline signifikantes Auslaufen des Produkts In den 
Trennkanal, wenn man das geisteuerte Injektionssystem venwendete. Der Spannungsteiler, der ver- 
wendet wurde, urn die an jedes der Reservoirs angelegten Potentiale aufzubauen, besali einen Ge- 
10 samtwiderstand von 100 MQ mit 10 iVIQ-Teiiem. Der Analyt aus dem ersten Reservoir 12F und 
das Reagens aus dem zweitEsn Reservoir 14F werden elektroosmotisch in die Reaktionskammer 
42F mit einem volumetrisclien Verhaitnis von 1:1,06 gepumpt. Daher sind die Ldsungen auis den 
^ Analyten- und Reagenzienreservoirs 12F, 14F um einen Faktor von w 2 verdunnt. Puffer wurde 
gleichzeitig durch Elektroosmose aus dem Pufferreservoir 16F in Richtung der Analytenabfall- und 
15 Abfallreservoirs 18F, 20F gepumpt. Dieser Pufferstrom verliindert, daH das neu gebildete Produkt in 
den Trennkanal 34F auslauft. 

Ein gesteuertes Injekticmssystem gemaft der vorliegenden Erfindung, wie as oben unter Be- 
zugnahme auf Figur 3 beschrieben ist, wird venArendet, um Auslauf aus der Reaktionskammer 42F 
in den Trennkanal 34F zu injizieren. Das Potential an dem Puffen-eservoir 16F wird einfach fur eine 
20 kurze Zeitdauer (0,1 bis 1,0 Sekunden) erdfrei geschaltet, und Probe wandert in den Trennkanal 
34F. Zum AbreifJen des Injeklionspfropfens wird das Potential an dem Pufferreservoir 16F erneut 
angelegt. Die Langedes Injeklionspfropfens ist eine Funktion sowohl derZeit der Injektion als auch 
der elektrischen FeldstSrke. Mit dieser Konfiguration des angelegten Potentials erzeugt die Reaktion 
der Aminosduren mit dem OPA kontinuierljch frisches Produkt, das zu analysieren ist. 
^25 Ein wesentlicher Nachteil vieler Kapillarelektroforeseexperimente war die sclilechte Repro- 

" duzierbarkeit der Injektlonen. V/eil das Mikrochipinjektionsverfahren computergesteuert wird und das 
Injektionsverfahren das Offnen eines einzelneri IHochspannungsschalters umfaKt, k5nnen hierin die 
injektlonen zeitiich genau gesteuerte Erelgnisse sein. Figur 26 zelgt die Reproduzierbarkeit der inji- 
zierten Menge (% relative Standardabweichung, % rsd, fOr die integrierten Bereiche der Peaks) so- 
30 wohl fQr Arglnin als auch fQr Glycin bel Injektionsfeldstarken von 0,6 und 1 ,2 kV/cm und Injektions- 
zeiten Jm Bereich von 0,1 bis 1,0 Sekunden. FQr Injektionszeiten von mehr als 0,3 Sekunden liegt 
die prozentuale relative Standardabweichung unter 1,8%. Dies ist mit beschriebenen Werten fur 
kommerzielle, automatisierte H:apillareiektroforeseinstrumente vergleichbar. Jedoch haben Injektio- 
nen, die auf dem Mikrochip durchgefuhrt werden, « 100-fach geringeres Voiumen, z.B. 100 pi auf 
35 dem IVIikrochip gegenuber 10 nl auf einem kommerziellen Instrument. Ein Teil dieser Fluktuation ist 
auf die Stabilitat des Lasers zuruckzufuhren, welche « 0,6% betragt. Fiir Injektionszeiten > 0,3 Se- 
kunden scheint der Fehler unabhangig von derinjizierten Verbindung und der Injektionsfeldstarke zu 
sein. 
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Figur 27 zeigt die Ul>3rlagemng von drei elektroforetischen Trennungen von Arginin und 
Glycin nach einer der S3ule vorgeschalteten Derivatisierung auf dem Mikrochip mit OPA mit einer 
Trennfeldstarke von 1,8 kV/cn'i und einer Trennlange von 10 mm. Die Trennfeldstarke ist die eiektii- 
sche FeldstSrke in dem Trenrikanal 34F wShrend der Trennung. Die FeldstSrke in der Reaktions- 
5 kammer 42F betragt 150 V/cnn. Die Reaktionszeiten fiir die Analyten stehen in umgekehrtem Ver- 
lidltnis zu ihren IVIobilitgiten, z.B. fUr Arginin betrdgt die Reaktionszeit 4,1 Sekunden, und fClr Giycin 
betragt die Reaktionszeit 8,9 Sekunden. Die Voiumina der injizierten l^ropfen wareh 150 und 71 pi 
fiir Arginin bzw. Glycin, was 35 und 20 fmol der auf den Trennkanal 34F injizierten Aminosauren 
entspriclit. Der gesteuerte Injeiktor eriaubt, daR schneller aufeinanderfolgende Injektionen durchge- 

10 fuhrt warden. In diesem spezi'3llen Fall konnte alle 4 Sekunden eine Analyse durchgefuhrt werden. 
Die beobachteten elektroforelischen Mobilitaten fiir die Verbindungen werden durch eine lineare 
Anpassung an die Variation ijer linearen Geschwindigkeit mit der Trennfeldstarke bestimmt. Die 
^ Steigungen waren 29,1 und 13,3 mm^/(kV-as) fur Arginin bzw. Glycin. Es wurde kein Hinweis auf 
Stromwarme beobachtet, wie es durch die Linearitat der Geschwindigkeit gegenuber der Feldstar- 

15 kedaten angedeutet wird. Eins lineare Anpassung produzierte Korreiationskoefflzienten von 0,999 
fOr Arginin und 0,996 fiir Glyciti fur Trennfeldstarken von 0,2 bis 2,0 kV/cm. 

Mit steigenden Potentialen, die an das Mikrochiplaborsystem 10F angelegt werden, steigen 
die FeidstSrken in der Reaktionskammer 42F und dem Trennkanal 34F. Dies fiihrt zu kOrzeren Ver- 
weilzeiten der Reaktanten in der Reaktionskammer und schnelleren Analysezeiten fOrdie Produkte. 

20 Durch Variieren der an den Miikrochip angelegten Potentiale kdnnen die Reaktlonskinetiken studiert 
werden. Die VerSnderung der erzeugten Produktmenge mit der Reaktionszeit ist in Figur 28 aufge- 
tragen. Die Antwort ist die integrierte Fiache des Peaks, korrigiert hinsichtlich der Venweilzeit In dem 
Detektorbeobachtungsfenster und der Photobleichung des Produkts. Der Versatz zwischen den 
Daten fUr das Arginin und das Glycin In Figur 28 ist In erster Linie auf den Unterschied in den injizier- 

25 ten Mengen zuruckzufuhren, d.:h. verschiedene elektroforetische Mobilitaten fur die Aminosauren. Es 
^ wurde ein zehnfacher Oberschuli an OPA venvendet, um Reaktlonsbedingungen von pseudo-erster 
Ordnung zu ertialten. Die Steigungen der an die Daten angepaRten Geraden entsprechen den Ra- 
ton der Derivatisierungsreakticin. Die Steigungen sind 0,13 s"^ fiir Arginin und 0,11 s"^ fQr Glycin, was 
Halbwertszeiten der Reaktion von 5,1 bzw. 6,2 Sekunden entspricht. Diese IHaibwertszeiten der Re- 

30 aktion sind verglelohbar mit den zuvor fur Alanin beschriebenen 4 Sekunden. Wir haben keine zuvor 
beschriebenen Daten fur Argir in oder Glycin gefunden. 

Diese Ergebnisse zeigen den potentiellen Nutzen integrierter mikrotechnisch hergestellter 
Systeme zur Durchfiihnjng chismischer Verfahren. Die in Figur 28 prasentierten Daten konnen unter 
Computersteuerung innerhalb von etwa 5 Minuten produziert werden, wobei groftenordnungsmaliig 

35 100 nl Reagens verbraucht wisrden. Diese Ergebnisse sind beispiellos hinsichtlich Automatisierung, 
Geschwindigkeit und Volumen fiir chemische Reaktionen, 
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DNA-Analvse 

Zur Demonstration eines nQtzlichen biologischen Analyseverfahrens werden ein Restrikti- 
onsverdau und ein elektroforestisches GrSRenbestimmunigsexperiment nacheinander auf dem in Fi- 
gur 30 gezeigten integrierten bioctiemischen Reaktor/Elektroforese-Mlkrochipsystem 10G durchge- 
5 fOhrt. Das l\/likriochiplaboFsystem 10G ist zu dem in Figur 30 gezeigten (.aborsystem (welches gemad 
der vorliegenden Erfindung lsl:) identisch mit der Ausnahme, daB der Trennkanal 34G des Laborsy- 
stems 10G einem gewundenen Weg folgt. Die Sequenz fur das Plasmid pBR322 und die Erken- 
nungssequenz des Enzyms fHinf \ sind bekannt. Nach einem Verdau wird eine Bestimmung der 
Fragmentverteilung durchgefUhrt, indem die Verdauprodukte unter Venvendung von Elektroforese in 
10 einem Siebmedium in dem Trennkanai 34G getrennt werden. Fiir diese Experimente wird Hydroxye- 
thylzellulose als das Siebmedium verwendet. An einem festen Punkt stromabwarts in dem Trennka- 
nal 34G werden wandernde Fragmente unter induzierter Fluoreszenz mittels eines Lasers auf dem, 
^ Chip mit einem interkalierenden Farbstoff, Thiazolorangedimer (TOTO-1 ), als das Fluorophor abge- 
fragt. 

15 Die Reaktionskammer 42G und der Trennkanal 34G, die in Figur 29 gezeigt sind, sind 1 

bzw. 67 mm lang, haben eine Breite bei halber Hohe von 60 |jm und eine Tiefe von 12 \im. Daruber 
hinaus sind die Kanalwande mit Polyacrylamid beschichtet, urn elektroosmotischen Flufi und Ad- 
sorption zu minimieren. Elektroferogramme werden unter Verwendung von Einzelpunktdetektion 
mittels laserinduzierter Fluoreszenzdetektion erzeugt. Ein Argonionenlaser (10 mW) wird auf einen 

20 Punkt auf dem Chip unter Venwendung einer Linse (100 mm Brennweite) fokussiert. Das Fluores- 
zenzsignal wird unter Verwendung einer 21 x Objektivlinse (HA. = 0,42) gesammelt, gefolgt von 
rSumlichem Filtem (0,6 mm Blendendurchmesser) und Spektralfiltem (560 nm BandpaB, 40 nm 
Bandbrelte) und Messen unter VeoA/endung eines Photomultipiierrdhrchens (PMJ). Die Datenerfas- 
sungs- und Spannungsschalteinrichtung sind computergesteuert. Der ReaktionspufFer enthalt 10 

25 mM Tris-Acetat, 10 mM Magn<3Siumacetat und 50 mM Kaliumacetat. Der Reaktionspuffer wird in die 
^ in Figur 29 gezeigten DNA-, Enzym- und Abfall-1-Reservoirs 12G, 14G und 18G gegeben. Der 
Trennpuffer enthalt 9 mM Tris-Borat mit 0,2 mM EOTA und 1% (w/v) Hydroxyethylzellulose. Der 
Trennpuffer wird in die Puffer- und Abfall-2-Reservoirs 16F und 20F gegeben. Die Konzentrationen 
des Plasmlds pBR322 und des Enzyms Hinf \ betragen 125 ng/pl bzw. 4 Einheiten/pl. Die Verdaus 

30 und Trennungen werden bei Raumtemperatur (20''C) durchgefuhrt. 

Die DNA und das En:^m werden elektroforetisch in die Reaktionskammer 42G aus ihren 
entsprechenden Reservoirs 12G, 14G dunch Aniegen eines geeigneten elektrischen Potentials gela- 
den. Die relativen Potentiale an den DNA- (12G), Enzym- (14G), Puffer- (16G), Abfall-1- (18G) und 
Abfall-2- (20G) Reservoirs betragen 10%, 10%, 0, 30% bzw. 100%. Aufgrund der Unterschiede der 

35 elektroforetischen Mobilitat zv^ischen der DNA und dem Enzym wird die Beladungsdauer ausrei- 
chend lang ausgestaltet, urn sin Gleichgewicht zu erreichen. Aufgrund des kleinen Volumens der 
Reaktionskammer 42G, 0,7 nl, findet auch ein schnelles Diffusionsmischen statt. Der elektroosmoti- 
sche Fluft wird durch die kovalente Immobilisierung von linearem Polyacrylamid minimiert, so daft 
nur Anionen aus den DNA- und Enzymreservoirs 12G, 14G in die Reaktionskammer 42G bei den 
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verwendeten Potentialverteilungen wandem. Der Reaktionspuffer, welcher Kationen enthalt, die fur 
die enzymatischen Vendaus eiforderlich sind, z.B. Mg^, wird ebenfalls in dem Abfall-1 -Reservoir 
18G untergebracht. Dies ermdglicht, tia& sich die Kationen in die Realctionskammer im Gegenstrom 
zu der DMA und dem Enzym wShrend des Beiadens der Reaktionskamnner ausbreiten. Oer Verdau 
5 wird wegen der relativ kurzen Ourciitrittszeit der DNA durcli die Reaktionskammer statisch durchge- 
fuhrt, indem nacli dem Beladeri der Reaktionskammer 42G alle elektrischen Potentiale entfemt war- 
den. 

Nach der Dauer des \/'erdaus wandem die Produkte in den Trennkanal 34F zur Analyse 
durcli Anheben der Spannungen an den Puffer- und Abfall-1-Reservoirs 16F, 18F. Die Injektion be- 
10 sitzt eine Mobilitatsvorspannung, wo die kleineren Fragmente bevorzugt gegenOber den grOBeren 
Fragmenten injiziert werden. In diesen Experimenten wird geschatzt, dali die lnjektionspfropfen1§n- 
ge fiir das 75 Basenpaare (bp) lange Fragnnent 0,34 mm betragt, wogegen es fOr das 1632 bp 
^ Fragment nur 0,22 mm sind. Diese Pfropfenlangen entsprechen 34% bzw. 22% des Reaktionskam- 
mervolumens. Die gesamten Inhalte der Reaktionskammer 42F konnen unter derzeitigen Trennbe- 
15 dingungen nicht analysiert werden, weil der Beitrag der InjektionspfropfeniSnge zu der BodenhOhe 
ObenA/Sltigend ware. 

Nach Verdau und Injektion auf den Trennkanal 34F werden die Fragmente unter Verwen- 
dung von 1,0% (w/v) Hydroxyethylzellulose als Siebmedium aufgelost. Figur 29 zeigt ein Elektrofe- 
rogramm der Restriktionsfragn'iente des Plasmides pBR322 nacli einem zweiminutigen Verdau mit 

20 dem Enzym Hinf I. Um eine efriziente FSrbung der doppelstrangigen DNA auf der Saule nach dem 
. Verdau, aber vor dem Abfragen zu ermoglichen, wird der interkalierende Farbstoff TOTO-I (1 pIVI) 
nur in das Abfall-2-Resen/oir 20G gegeben und wandert im Gegenstrom zu der DNA. Wie envartet 
steigt die relative Intensitat der Banden mit zunelimender Fragmentgrdlie an, weil In den grOlleren 
Fragmenten mehr Interkalationsstellen vortianden sind. Die nicht aufgeldsten 220/221 und 507/511 

25 bp Fragmente haben aufgrund der Bandenuberiappung tiohere Intensitaten als benachbarte Einzel- 
^ fragmentpeaks. Die Reproduziertarkeit der Migratlonszeiten und Injektlonsvolumina betrSgt 0,55 
bzw. 3,1% relative Standardabweichung (% rsd) fOr fOnf wiederholta Analysen. 

Diese Demonstration eines MIkrochlplaborsystems 10G, das Plasmid-DNA- 
Restriktionsfragmentanalyse leistet, zelgt die Mdglichkelt der Automatlslerung und Miniaturisierung 

30 anspruchsvollerer blochemischer Verfahren. Dieses Experiment reprasentiert die ansprucfisvollste 
integrierte Mikrochipeinrlchtung fOrchemische Analyse, die bis heute gezeigt wurde. Die Vorrichtung 
mischt ein Reagens mit einem Analyten, inkubiert das Analyt/Reagens-Gemisch, markiert die Pro- 
dukte und analysiert die gesamten Produkte unter Computersteuemng, wahrend es 10.000-mat we- 
niger iVIaterial verbraucht als das typische Laborverfahren mit klelnem Volumen. 

35 Allgemein kann die vorliegende Erfindung dazu verwendet werden, verschiedene Fluide, die 

in verschiedenen Anschliissen Oder Reservoirs enthalten sind, zu mischen. Dies konnte fiir ein Fliis- 
sigchromatographietrennexperiment verwendet werden, gefolgt von der Saule nachgeschalteten 
Markierungsreaktionen, in denen verschiedene chemische Losungen mit einem gegebenen Volu- 
men in den primaren Trennkaral gepumpt werden, und andere Reagenzien oder Losungen konnen 
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zu verschiedenen Zeiten in deii Strom injiziert Oder gepumpt werden, um in prSzisen und bekannten 
Konzentrationen gemischt zu werden. Zur AusfQhrung dieses Verfahrens ist es notwendig, L5sun- 
gen in den verschiedenen Kan ^len genau zu steuern und zu manipulieren. 

5 EinerTrennung vor-/nachaesclialtetes Reaktorsvstem 

Figur 31 zeigt das gleiche Mikrochiplaborsystem 10 mit sechs AnschlUssen, das in Figur 1 
gezeigt ist, welches den Vorteil dieses l\/iisclisystenns nutzen konnte. Besondere Merkmale sind an 
den verscliiedenen Anschlussien Isefestigte Ldsungsmittelreservoirs. Dieses Laborsystem kCnnte 
potentiell fur ein FiussigchronFijitograptiietrennungsexperiment, gefolgt von der SSuie nachgeschalte- 
tO ten Markierungsreaktionen vewendet werden. In solch einem Experiment wiirden Reservoirs 12 
und 14 Ldsungsmittel enthalten, die in einem FlussigchromatographielOsungsmittelprogrammtyp der 
Trennung verwendet wurden, i.Q. Wasser und Acetonitril. 
^ Der Kanal 34, der mit \iem Abfallreservoir 20 und mit den zwei Kanaien 26 und 28, welche 

die Analyten- und Losungsmittelresen/oirs 12 und 14 verbinden, verbunden ist, ist der primare 
15 Trennkanal, d.h. wo das FlOssigchromatographieexperiment stattfinden wiirde. Die sich kreuzenden 
Kanaie 30, 32, welche die Puffer- und Analytenabfallreseivoirs 16 und 18 verbinden, werden dazu 
verwendet, eine Injektion in den Flussigchromatographie- oder Trennkanal 34 durchzufuhren, wie es 
oben diskutiert wird. SchlieUlich werden das Reservoir 22 und dessen Kanal 36, die mit dem Trenn- 
kanal 34 verbunden sind, dazti venwendet, Reagens hinzuzufUgen, welclies in Anteilen zugegeben 
20 wird, um die in dem Trennkanal getrennten Spezies detektierbar zu machen. 

Zur DurchfQhrung dies(!s Verfahrens ist es notwendig, LOsungen In den verschiedenen Ka- 
nalen genau zu steuem und zu manipulieren. Die oben beschriebenen AusfQhrungsfomnen verwen- 
deten sehr kleine Volumina an L3sung (» 100 pi) aus den Reservoirs 12 und 14 und InJIzierten sie 
genau in den Trennkanal 34. F-Ur diese verschiedenen Szenarien mufi ein vorgegebenes Volumen 
25 an Losung von einem Kanal in einen anderen (iberfUhrt werden. Zum Beispiel erfbrdert LOsungsmit- 
^ telprogrammierung filr Flussigchromatographie Oder Reagenzienzugabe fQr der Sdule nachgeschal- 
tete Markierungsreaktionen, dali LOsungsstrOme in prSzisen und bekannten Konzentrationen ge- 
mischt werden. 

Das Mischen verschieclener Ldsungsmittel in bekannten Verhditnissen kann durch Steue- 
30 rung von Potentialen, welche letztendlich die elektroosmotischen Flusse steuem, wie es in Gfei- 
chung 1 angegeben ist, durchjjefuhrt werden. Gemali Gleichung 1 mu(i die elektrlsche FeldstSrke 
bekannt sein, um die lineare G 3schwindigkeit des Losungsmittels zu bestimmen. Allgemein wird bei 
diesen Arten von Fluidmanipulcitlonen ein bekarintes Potential oder eine bekannte Spannung an ein 
vorgegebenes Reservoir angelegt. Die Feldstarke kann aus der angeiegten Spannung und den 
35 iVIerkmalen des Kanals berechnet werden. Dariiber hinaus mull der Widerstand Oder die Leitfahig- 
keit des Fluides in den Kanalen ebenfails bekannt sein. 

Der Widerstand eines Kanals ist durch Gleichung 2 gegeben, worin R der Widerstand, tc der 
spezifische Widerstand, L die Lange des Kanals und A die QuerschnittsflSche ist. 
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4 



(2) 



Fiuide werden Qblicherweise durch die Leitfahigkeit charakterisiert, welche nur der reziproke 
Wert des Widerstands.ist, wie es in Gleichung 3 gezeigt ist. In Gleichung 3 ist K die elektrisclie Leit- 
fahigkeit, p ist die spezifischis Leitfgiiigkeit, A ist die QuerschnittsflSclie, und L ist die Lange, wie 

oben. 

^. (3) 



10 Unter Anwendung des Olimschen Gesetzes und der Gleichungen 2 und 3 kSnnen wir die 

I FeldstSrke in einem bestimmten Kanal i als den Spannungsabfaii Uber den Kanal, geteilt durch des- 
sen LSnge, angeben, welche gleich dem Strom I, durch Kanal i, nnultipliziert mit dem spezifischen 
Widerstand dieses Kanals, geteilt durch die Querschnittsflache, ist, wie es in Gleichung 4 gezeigt ist. 



15 ^,=2i.M=JL ("^^ 



Daher kann, wenn der Kanal sowohl bezuglich der Abmessungen als auch elektrlsch charak- 
terisiert ist, der Spannungsabfaii uber den Kanal Oder der Strom durch den Kanal dazu verwendet 
werden, die Ldsungsmittelgeschwindigkeit oder die Flulirate durch den Kanal zu bestimmen, wie es 
20 in Gleichung 5 ausgedrtickt ist. Es ist auch festzuhalten, daB der FluidfluB von dem Zeta-Potential 
der Oberfldche und somit von dem chemischen Aufbau des Fluides und der OberflSche abhSngt. 

25 Offensichtlich hangen tiie spezifische LeitfShigkeit k oder der spezifische Widerstand p 

von den Eigenschaften der Lcsung ab, die von Kanal zu Kanal variieren konnten. In vielen CE- 
Anwendungen dominieren die Eigenschaften des Puffers die elektrischen Eigenschaften des Flui- 
des, und daher ist die Leitfahigikeit konstant. im Falle von Fiussigchromatographie, wo Losungsmit- 
telprogrammierung durchgefOhiFt wird, kdnnten die elektrischen Eigenschaften der zwei mobilen 
30 Phasen erheblich voneinander abweichen, wenn kein Puffer ven/vendet wird. WShrend eines Lo- 
sungsmittelprogrammierungslaufs, bei dem sich der Molanteil des Gemisches dndert, kann sich die 
spezifische Leitfahigkeit des GEsmisches in einer nichtlinearen Art und Weise 3ndem, jedoch wird sie 
sich von der spezifischen Leitfahigkeit des einen reinen LSsungsmittels zu dem anderen monoton 
Sndem. Die tatsMchliche VerSriderung der Leitfahigkeit mit dem Molanteil hSngt zusStzlich zu der 
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spezifischen Leitfahigkeit der uinzelnen lonen von der Dissoziationskonstante des Losungsmittels 
ab. 

Wie es oben beschrieben ist, kdnnte die schematisch in Figur 31 gezeigte Vorrichtung z.B. 
zur Durchfuhrung von GradientenelutlonsflussigchFomatographie mit der SSule nachgeschalteter 
5 IVlarkierung zu DetektionszwecKen verwendet werden. Die Figuren 31(a), 31(b) und 31(c) zeigen die 
Fluidflulierfordemisse fur eine Ausfulirung der in einem Flussigcliromatographieexperiment, wie es 
oben erwdhnt ist, involvierten Aufgaben. Die Pfeile in den Figuren zeigen die Richtung und die rela- 
tive Qrofie der Strdmung in den KanSlen. In Figur 31(a) wird ein Volumen des Analyten aus dem 
Analytenreservoir 16 in die Trennkreuzung 40 geladen. Zur DurchfQhrung einer gedrSngten Injektion 

10 ist es notwendig, die Probe von dem Analytenreservoir 16 Uber die Kreuzung zu dem Analytenabfall- 
reservoir 18 zu transportieren. Urn das Anaiytenvolumen zu begrenzen, rhulJ zusatzlich Material von 
dem Trennkanal 34 und den L.osungsmittelreservoirs 12, 14 in Riclitung der Kreuzung 40 flieSen, 
^ wie es gezeigt ist. Der Fluli von dem ersten Reservoir 12 ist viel grower als derjenige von dem zwei- 
ten Reservoir 14, weil dies die anfanglichen Bedingungen fur ein Gradientenelutionsexperiment sind. 

15 Am Anfang des Gradientenelutionsexperimentes ist es en^'unscht zu verhindern, dall das Reagens 
in dem Reagenzienreservoir 22 in den Trennkanal 34 eintritt. Um solcii einen Reagenzienfiuli zu 
verhindern, ist ein geringer FluS an Puffer aus dem Abfallreservoir 20, der in Richtung des Reagen- 
zienkanals 36 gerichtet ist, erwOnscht, und dieser Fluli soHte so nahe bei 0 liegen wie mCglich. 
Nachdem ein representatives /\nalytvolumen an der Injektionskreuzung 40 prSsentiert wurde, kann 

20 die Trennung fortgefiihrt werden. 

In Figur 31(b) ist der Bistriebs- (Trenn-) Modus gezeigt, bei dem LSsungsmittel aus den Re- 
servoirs 12 und 14 durch die hlreuzung 40 und entlang des Trennkanals 34 flieKen. Zusatzlich flie- 
Ken die Ldsungsmittel in Richt jng der Reservoirs 4 und 5, um eine saubere Injektion des Analyten 
in den Trennkanal 34 durchzufiihren. Ein geeigneter FluK von Reagens aus dem Reagenzienreser- 

25 voir 22 wird ebenfalls in Richtung des Tl^nnkanals gerichtet. Die Anfangsbedingung, wie sie in Figur 
^ 31(b) gezeigt ist, ist mit einem grol^n Molanteil an Ldsungsmittel 1 und einem kleinen Molanteil an 
LSsungsmittel 2. Die an die LOsiungsmittelreservoirs 12, 14 angelegten Spannungen werden als eine 
Funktion der Zeit verSndert, so dall die Anteile an Lfisungsmittein 1 und 2 von einem Qberschuli an 
Ldsungsmittel 1 nach hauptsiSiohllch Ldsungsmittel 2 verandert werden. Dies ist in Figur 31(c) ge- 

30 zeigt. Diese letztgenannte monotone Veranderung der angelegten Spannung bewirkt das Gradien- 
tenelutipnsflilssigchromatographieexperiment. Wenn die isolierten Bestandteile den Reagenzienzu- 
gabekanai 36 passieren, kann eine geeignete Reaktion zwischen diesem Reagens und dem isolier- 
ten Material unter Bildung einei detektierbaren Spezies stattfinden. 

Figur 32 zeigt, wie die JJpannungen an den verschiedenen Reservoirs fiir ein hypothetisches 

35 Gradientenelutionsexperiment verandert werden. Die in diesem Diagramm gezeigten Spannungen 
geben nur relative Hdhen und nicht absolute Spannungen an. In dem Beladungsmodus des Vor- 
gangs werden statische Spannungen an die verschiedenen Reservoirs angelegt. Ldsungsmittelfluli 
aus alien Reservoirs, ausgenommen dem Reagenzienreservoir 22, findet in Richtung des Analyte- 
nabfallreservoirs 18 statt. Daher hat das Analytenreservoir 18 das niedrigste Potential, und alle an- 
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deren Reservoirs haben ein hdheres Potential. Das Potential des Reagenzienreservoirs sollte aus- 
reichend unterhalb desjenigen des Abfallreservoirs 20 liegen, urn nur einen geringfugigen Flu& in 
Richtung des Reagenzienreservoirs zu liefem. Die Spannung an dem zweiten Losungsmittelreser- 
voir 14 sollte ausreichend groij bezilglich der Hbhe sein, urn einen NettofluB in Richtung der Injekti- 
5 onskreuzung 40 zu liefern, aber der Fluii sollte eine geringe GrQIie haben. 

Beim Bewegen in den Betriebs- (Start-) Modus, wie er in Figur 31(b) gezeigt ist, werden die 
Potentiale erneut eingestellt, wie es in Figur 32 gezeigt ist. Der FluK ist nun so, daK sich das L5- 
sungsmittel aus den Lesungsmittelreservoirs 12 und 14 entlang des Trennkanals 34 in Richtung des 
Abfallreservoirs 20 bewegt. E;; findet auch ein geringfugiger LosungsmittelfluR weg von der Injekti- 

10 onskreuzung 40 in Richtung der Analyten- und Analytenabfallreservoirs 16 und 18 und ein geeigne- 
ter Reagenzienfluli aus dem F;eagenzienresen/oir 22 in den Trennkanal 34 statt. Das Abfallreservoir 
20 muU sich nun bei dem minimalen Potential und das erste Losungsmittelreservoir 12 bei dem 

I hochsten Potential befinden. M\e anderen Potentiale werden so eingestellt, dali die Fluidflulirichtun- 
gen und -grolien geliefert werden, wie sie in Figur 31(b) gezeigt sind. Wie es in Figur 32 gezeigt ist, 

15 werden auch die an die Losungsmittelreservoirs 12 und 14 angelegten Spannungen monoton so 
verandert, dali sie sich von den Bedingungen eines grolien Molanteils an Losungsmittel 1 zu einem 
grolien Molanteil an Losungsn"ittel 2 verandem. 

Am Ende des Lbsungsmittelprogrammierungslaufes ist die Vorrichtung nun bereit fur ein 
ZurUckschalten in den Injektionszustand zum Beladen einer weiteren Probe. Die Spannungsveran- 

20 derungen, wie sie in Figur 32 ijezeigt sind, sollten nur eriautem, was getan werden kOnnte, um die 
verschiedenen Fluidflusse in den Figuren 31(a)-(c) zu liefem. In einem tatsachlichen Experiment 
kdnnen einige der verschiedensn Spannungen in ihrer relativen HOhe stark abweichen. 

Obwohl vorteilhafte Ausfuhrungsfomnen zur Eriauterung der Erfihdung ausgewShlt wurden, 
ist fur den Fachmann auf deni Gebiet klar, dali verschiedene Veranderungen und Modifikationen 

25 daran vorgenommen werden konnen, ohne vom Schutzumfang der Erfindung abzuweichen, wie er 

^ in den anhangenden Patentans pruchen defihiert ist. 
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5 PATENTANSPRUCHE 

1. Verfahren zum Verteilen von Fluidproben aus einem Fluidmaterial in einem Mikrochiplabor- 
system, wobei das System (1CiA) ernen Aufbau mit integrierten Kandlen (24A) in einer FlUssigkeits- 
verbindung mit wenlgstens vier Reservoirs (12A, 16A, 18A, 20A) zur Aufnahme des Fluidmateriais 

10 und ein System zum Anlegen eines elelctrischen Potentials an die wenlgstens vIer Reservoirs auf- 
weist, wobei die Kanale eine Kreuzung (40A) definieren aus: (a) einem ersten Kanal (26A), uber den 
ein erstes Vorratsreservoir (12A) in Fiiissigiceitsverbindung mit der Kreuzung (40A) ist, einem zwei- 
ten Kanat (32A), tiber den die Kreuzung in Flussigkeitsverbindung mit einem ersten Abfalireservoir 
^ (18A) ist, (b) einem dritten Kanal (30A), uber den ein zweites Vorratsreservoir (16A) in Fiussigkeits- 

15 verbindung mit der Kreuzung i.st, und (c) einem Trennkanal (34A), iiber den die Kreuzung in Flussig- 
keitsverbindung mit einem zwEiiten Abfallreservoir (20A) ist, wobei das Verfahren die Stufen umfaBt, 
in denen man: 

(A) Potentiale an die ersten (16A) und zwelten (12A) Vorratsreservoirs und an die ersten 
20 . (18A) und zweiten (20A) Abfallreservoirs in der Weise aniegt, dali Material von dem 

zweiten Vorratsreservoir (16A) zu den ersten und zweiten Abfallreservoirs und Mate- 
rial von dem ersten Vorratsreservoir (12A) zu dem ersten Abfallreservoir (18A) 
str6mt, so daS Material von dem ersten Vomatsreservoir (12A) zu der Kreuzung 
gellefert wird, 

25 

(B) Potentiale an vrenigstens das erste Vorratsreservoir (12A) und das zweite Abfallre- 
^ servoir (20A) anjegt, so daK die Umleitung einer Probe aus Material, das aus dem 

ersten Von^atsrsservoir (12A) stammt, von der Kreuzung zu dem Trennkanal (34A) 
beginnt, und 

30 

(C) die Potentiale aus Stufe (A) erneut aniegt, um die Umleitung zu beenden und die 
Probe durch den Trennkanal zu bewegen. 

2. Verf'ahren nach Ansprjch 1, wobei Stufe (A) das Anlegen eines ersten Potentials an das 
35 zweite Vorratsreservoir (16A), niedrigerer Potentiale an das erste Vorratsreservoir (12A) und das 

erste Abfallreservoir (ISA) und eines noch niedrigeren Potentials an das zweite Abfallreservoir (20A) 
umfallt, so dall Material von diem zweiten Vorratsreservoir (16A) zu den ersten und zweiten Abfall- 
reservoirs (ISA, 20A) stromt und Material von dem ersten Von-atsreservoir (12A) zu dem ersten Ab- 
fallreservoir (18A) stromt, so clali Material von dem ersten, Vorratsreservoir (12A) zu der Kreuzung 
40 (40A) geliefert wird. 



3. Verfahren nach Anspriich 2, wobei Stufe (B) das Aniegen eines Potentials an das erste Vor- 
ratsreservoir {12A) umfalJt, welches gegenuber dem an das zweite Abfallreservoir (20A) angelegte 
Potential hoch ist, so daK die iJmleitung der Probe von Material, welches aus dem ersten Vorratsre- 
servoir (12A) stammt, von der Kreuzung (40A) zu dem Trennkanal (34A) beginnt, wobei die an die 
anderen Reservoirs angelegtem Potentiate nicht hdher sind als dasjenige, welches an das erste Vor- 
ratsreservoir (1 2A) angelegt isl:. 

4. Verfahren nach Anspnch 1 , 2 Oder 3, durchgefClhrt in einem System (10E), welches ein wei- 
feres Vorratsreservoir {22E) in Flussigkeitsverbindung mit dem Trennkanal (34E) aufweist, und wel- 
ches die weiteren Stufen umfaUt, bei denen man D) den Trennkanal dazu verwendet, die Probe zu 
analysieren, und E) ein Potenlia! an das weitere Reservoir (22E) aniegt, urn zu bewirken, dali we- 
nigstens ein Teil der analysierten Probe in dem Trennkanal (34E) mit einem in dem weiteren Reser- 
voir (22E) aufbewahrten Reaktanden reagiert. 

5. Verfahren nach Anspruch 1, 2 Oder 3 in einem System (10F) mit einem weiteren Vorratsre- 
servoir (14F) in einer Flussigkeitsverbindung mit der Kreuzung {40F), wobei das weitere und das 
erste Vorratsreservoir (14F, 12 F) Reagenzien speichern, und mit den Stufen, in denen man 

die Reagenzien in dem System stromaufwarts der Kreuzung (40F) in einer Reaktionskam- 
mer (42F) zwischen der Kreuzung und dem ersten (12F) und dem weiteren (14F) Vorratsreservoir 
umsetzt, 

(A) Potentiate an das zweite {16F), das weitere (14F) und das erste (12F) Von-atsreser- 
voir und an die ersten (18F) und zweiten (20F) Abfailreservoirs aniegt, so daR Material von dem 
zweiten Vorratsreservoir (16F) zu den ersten (18) und zweiten (20) Abfailreservoirs strbmt und Rea- 
genzien von dem ersten (12F) und dem weiteren (14F) Vorratsreservoir zu dem ersten Abfallreser- 
voir (1 8F) stromen, urn Reaktant an die Kreuzung (40F) zu liefern, 

(B) Potentiale an das erste und das weitere Von-atsreservolr (12F, 14F) und an das erste 
Abfallreservoir (18) und an die anderen Reservoirs aniegt, so daU die Umleitung einer Reaktanten- 
probe von der Kreuzung zu dem Trennkanal (34F) beginnt, und 

(C) die Potentiale aus Stufe (A) erneut aniegt, um die Umleitung zu beenden und die 
Probe durch den Trennkanal (34F) zu bewegen. 

6. Mikrochiplaborsystem, vi/obei das System (10A) einen Aufbau mit integrierten Kanalen (24A) 
in einer Flussigkeitsverbindung mit wenigstens vier Resen/oirs (12A, 16A, 18A, 20A) zur Aufnahme 
von Fluidmaterial und ein Syste m zum Aniegen von elektrischen Potentialen an die wenigstens vier 
Reservoirs umfallt, wobei die Kanale eine Kreuzung (40A) definieren aus: (a) einem ersten Kanal 



(26A), uber den ein erstes >/orratsreservoir (12A) in FlOssigkeitsverbindung mit der Kreuzung ist, 
einem zweiten Kanal (32A), jber den die Kreuzung in Fiussigkeitsverbindung mit einenn ersten Ab- 
faflreservoir (18A) ist, (b) einem dritten Kanal (30A), Qber den ein zweites Vorratsreservoir (16A) in 
FILIssigl^eitsverbindung mit der Kreuzung (40A) ist, und (c) einem Trennkanal (34A), Qber den die 
Kreuzung in einer Flussigkeitsverbindung mit einem zweiten Abfailreservoir (20A) ist, wobei das 
System zum Aniegen elektrisclier Potentiale so ausgelegt ist, dali es nach dem Verfahren der An- 
spriiclie 1, 2 Oder 3 arbeitet. 

7. System nach Ansprtch 6, welches ein weiteres Reservoir (22E) in FlOssigkeitsverbindung 
mit dem Trennkanal (34E) aiifweist, wobei das System zum Aniegen elektrischer Potentiale so aus- 
gelegt ist, da& es gemSli Anspnjch 4 arbeitet. 

8. System nach Anspruch 6, welches ein weiteres Reservoir (14F) und eine Reaktionskammer 
(42F) zwischen der Kreuzung und dem ersten (12F) und dem weiteren (14F) Vorratsreservoir in 
einer Flussigkeitsverbindung mit der Kreuzung aufweist, wobei das System zum Aniegen elektri- 
scher Potentiale so ausgelegt ist, da& es gemaH Anspruch 5 arbeitet. 
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FIG. 21(a) 
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APPARATUS AND METHOD FOR The desirability of exploiting the advantages of integrated 

PERFORMING MICROFLUIDIC systems in a broader context of laboratory applications has 

MANIPULATIONS FOR CHEMICAL led to proposals that such systems be miniaturized. In the 

^^^YLYSIS AND SYNTHESIS 1980's, considerable research and development effort was 

5 put into an exploration of the concept of biosensors with the 

This application is a 371 of PCT/US95/09492 filed Aug. ^OP^ fh^y might fill the need. Such devices make use of 

1, 1995 and a continuation-in-part of U.S. application Scr. ^^^''^'■''^ chemical systems or biomolectiles that are coupled 

No 08/283 769 filed Au 1 1994 to new methods of detection such as electrochemistry and 

rn.- ■ ' J J VI . » optics to transducc chemical signals to electrical ones that 

Itiis invention was made with Ciovernment support *ju * j*u-i 

T^T^ . o„<^T,^^ , ,. , can be mterpreted by computers and other Signal processing 

under contract DE-AC05-894OR21400 awarded by the U.S. lo Unfortunately, biosensors have been a commercial 

Department of Energy to Martm Manetta Energy Systems, disappointment. Fewer than 20 commerciaKzed products 

Inc. and the Govemment has certam rights m this mvention. ^^rc available in 1993, accounting for revenues in the U.S. 

FIEl D OF THE INVENTION million. Most observers agree that this 

failure is primarily technological rather than reflecting a 

The present invention relates generally to miniature 15 misinterpretation of market potential. In fact, many situa- 

instrumentation for chemical analysis, chemical sensing and jjons such as massive screening for new drugs, highly 

synthesis and, more specifically, to electrically controlled parallel genetic research and testing, micro-chemistry to 

manipulations of fluids in micromachined channels. These minimize costly reagent consumption and waste generation, 

manipulations can be used in a variety of applications, and bedside or doctor's ofGce diagnostics would greatly 

including the electrically controlled manipulation of fluid for 20 benefit from miniature integrated laboratory systems, 

capillary electrophoresis, liquid chromatography, flow injec- In the early 1990's, people began to discuss the possibUity 

tion analysis, and chemical reaction and synthesis. of creating miniature versions of conventional technology. 

T) Ar^i^/-nr>TnvTn Tun Txnroxmr^xT Andreas Manz was one of the first to articulate the idea in 

BACKGROUND OF THE INVENTION ^^-^^^.^.^ ^^^^^ falling them "miniaturized total analysis 

Laboratory analysis is a cumbersome process. .Acquisition systems," or '>t-'lAS," he predicted that it would be possible 

of chemical and biochemical information requires expensive to integrate into single units microscopic versions of the 

equipment, specialized labs and highly trained personnel. various elements necessary to process chemical or bio- 

For this reason, laboratory testmg is done in only a fraction chemical samples, thereby achieving automated experimen- 

of circumstances where acquisition of chemical information tation. Since thai time, miniature components have 

would be useful. A large proportion of testing in both appeared, particularly molecular separation methods and 

research and clinical situations is done with crude manual microvalves. However, attempts to combine these systems 

methods that are characterized by high labor costs, high into completely integrated systems have not net with suc- 

reagent consumption, long turnaround times, relative impre- cess. This is primarily because precise manipulation of tiny 

cision and poor reproducibility. The practice of techniques fluid volumes in exteemely narrow channels has proven to be 

such as electrophoresis that are in widespread use in biology 35 ^ difficult technological hurdle. 

and medical laboratories have not changed significantly in One prominent field susceptible to miniaturization is 

thirty years. capillary electrophoresis. Capillary electrophoresis has 

Operations that are performed in typical laboratory pro- bcctime a popular technique for separating charged molecu- 

cesses include specimen preparation, chemicalAiiochemical lar species in solution. The technique is performed in small 

conversions, sample fractionation, signal detection and data 40 capillary tubes to reduce band broadening eflecls due to 

processing. To accomplish these tasks, liquids are often thermal convection and hence improve resolving power. The 

measured and dispensed with volumetric accuracy, mixed small tubes imply fliat minute volumes of materials, on the 

together, and subjected to one or several different physical or order of nanoliters, must be handled to inject the sample into 

chemical environments that accomplish conversion or frac- the separation capillary tube. 

tionation. In research, diagnostic, or development situations, 45 Current techniques for injection include electromigration 

these operations are carried out on a macroscopic scale using and siphoning of sample from a container into a continuous 

fluid volumes in the range of a few microliters to several separation tube. Both of these techniques sufler from rela- 

liters at a time. Individual operations are performed in series, tively poor reproducibility, and electromigration addition- 

often using different specialized equipment and instruments ally sufters from electrophoretic mobility-based bias. For 

for separate steps in the process. Complications, difficulty 50 both sampling techniques the input end of the analysis 

and expense are often the result of operations involving capillary tube must be transferred from a buffer reservoir to 

multiple laboratory processing steps. a reservoir holding the sample. Thus, a mechanical manipu- 

Many workers have attempted to solve these problems by lotion is involved. For the siphoning injection, the sample 

creating integrated laboratory systems. Conventional robotic reservoir is raised above the buffer reservoir holding the exit 

devices have been adapted to perform pipetting, specimen 55 end of the capillary for a fixed length of time, 

handling, solution mixing, as well as some fractionation and An electromigration injection is effected by applying an 

detection operations. However, these devices are highly appropriately polarized electrical potential across the capil- 

complicated, very expensive and their operation requires so lary tube for a given duration while the enteance end of the 

much training that their use has been restricted to a relatively capillary is in the sample reservoir. This can lead to samphng 

small number of research and development programs. More 60 bias because a disproportionately larger quantity of the 

successful have been automated cHnical diagnostic systems species with higher electrophoretic mobihtics migrate into 

for rapidly and inexpensively performing a small number of the tube. The capillary is removed from the sample reservoir 

applications such as clinical chemistry tests for blood levels and replaced into the entrance buffer reservoir after the 

of glucose, electrolytes and gases. Unfortunately due to their injection duration for both techniques, 

complexity, large size and great cost, such equipment, is 65 A continuing need exists for methods and apparatuses 

limited in its apphcation to a small number of diagnostic which lead to improved electrophoretic resolution and 

circumstances. improved injection stabflity. 
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SUMMARY OF THE INVENTION is transported through the second intersection toward the 

.. .. u lut fourth reservoir. Such control can be used to push the analyte 

1 ne present invention provides microchip laboratorv sys- , r , , , . , , , . , . 

terns and methods that allow complex biochemical and P^^^ further down the separation channel whUe enabhng a 

chemical procedures to be conducted on a microchip under ^"J''^ ^"^1^'^ P^^S '° ^ ""J^^^ed through the first mter- 

5 section 

electronic control. The microchip laboratorv systems com- 
prises a material handling apparatas that transports materials I" another aspect, the microchip laboratory system acts as 
through a systems of interconnected, integrated channels on » microchip flow control system to control the flow of 
a microchip. The movement of the materials is precisely material through an intersection formed by integrated chan- 
directed by controUing the electoic fields produced in the °els connecting at least four reservoirs. The microchip flow 
integrated channels. The precise control of the movement of " conhrol system simultaneously appHes a conteoUed electrical 
such materials enables precise mixing, separation, and reac- potential to at least three of the reservoirs such that the 
tion as needed to implement a desired biochemical or volume of material transported from the first reservoir to a 
chemical procedure. second reservoir through the intersection is selectively con- 

ITie microchip laboratory system of the present invention trofled solely by the movement of a inaterial from a third 
analyzes and/or synthesizes chemical materials in a precise the intersection. Preferably the material 
and reproducible manner. The system includes a body hav- *^™Sh the third resen^oir to selectively control the 
ing integrated channels comiecting a plurality of reservoirs ^^'^'f ' transported from the first reservoir is directed 
that store the chemical materials used in the chemical ^''"^f ^'^'^""^ ['^^'^^"'^ f. ^'""^ "^'^ 
analysisorsynthesisperformedbythesystem.Inoneaspect, "^''^■■ochip flow control system 
at least five of the reservoirs simultaneously have a con- '° ^ \^'fl^« a gat« that selectively controls the volume 
trolled electrical potential, such that material from at least of material transported through the intersection Tlie micro- 
one of the reservoirs is transported through the channels ^!"P '=°°trol system can also be configured to act as a 
toward at least one ol tlic other reservoirs. The transportation dispenser that prevents the first material from movmg 
of the material through the channels provides exposure to ^'"""Sh the mtersection toward the second reservoir after a 
one or more selected chemical or physical environments, selected volume of the first matenal has p^sed through the 
thereby resulting in the synthesis or analysis of the chemical intersection. Alternatively, the microchip flow control sys- 
material configured to act as a diluter that mixes the flist 
. , . , , and second materials in the intersection in a manner that 

The microchip laboratory system prelcrably also includes ,i^„i„„eously transports the first and second materials from 

one or more mtersections of integrated channels connectmg iin ■ . . ■ . j »i. j 

. , ■ m , , ^ ^" th& intersection toward the second reservoir, 
three or more of the reservoirs. The laboratory system 

controls the electric fields produced in the channels in a Other objects, advantages and salient features of the 

manner that controls which materials in the reservoirs are invention wiU become apparent from the following detafled 

transported ttirough the ir]tcrscction(s). hi one cnilH.dirncr.l, descriphon, which taken m conjunction with the annexed 

the microchip lalx.ratory system acts as a mixer or diluter 35 drawings, discloses preferred embodiments of the invention 

that combmcs materials in the intcrscction(s) by producing ^^j^p DESCRIPHON OF THE DRAWINGS 
an electrical [Kiteiitial 111 tlie uitcisecluiii tliat is less ttian ttie 

electrical potential at each of the two reservoirs from which FIG. 1 is a schematic view of a preferred embodiment of 

the materials to be mixed originate. Alternatively, the labo- the present invention; 

ratory system can act as a dispenser that electrokineticaUy 40 pig 2 is an enlarged, vertical sectional view of a channel 

injects precise, controUed amounts of material through the shown- 
intcrse ctio nisi 

„ . , ' , . , . , . , , FIG. 3 is a schematic, top view of a microchip according 

By simultaneously applying an electrical potential at each ^ ^^^^ preferred embodiment of the present invention; 

of at least five reservoirs, the microchip laboratory system ^ . . ^ 

4 1 i , f c ■ FIG. 4 IS an enlarged view of the intersection region 01 

can act as a complete system for performing an entire 45 v-uiuigwu ,iv„ iui^ovwiiv^u iv^i-jii 

chemical analysis or synthesis. The five or more reservoirs ' ' 

can be configured in a manner that enables the electrokinetic FIG- 5 are CCD images of a plug of analyte moving 

separation of a sample to be analyzed ("the analyte") which through the intersection of the FIG. 30 embodiment, 

is then mixed with a reagent from a reagent reservoir. FIG. 6 is a schematic top view of a microchip laboratory 

Alternatively, a chemical reaction of an analyte and a solvent 50 system according to a third preferred embodiment of a 

can be performed first, and then the material resulting from microchip according to the present invention; 

the reaction can be electrokineticaUy separated. As such, the piG. 7 is a CCD image of "sample loading mode for 

use of five or more reservoirs provides an integrated labo- rhodamine B" (shaded area); 

ratory system that can perform virtually any chemical analy- t-j,^ e/ ^ ■ 1 „ ,■ r tu ■ , „ 

■' ■' . ' ' ' FIG. 8(a) is a schematic view ol the intersection area 01 

sis or synfliesis. 55 tjjg microchip of FIG. 6, prior to analyte injection; 

In yet another aspect of the invention, the microchip ori.^ ■ ^^r^ a ^ , c^t. 

, , ■! , • 1 J J LI • \- r J 1 FIG. 8(0) is a CCD fluorescence image taken of the same 

laboratory system includes a double intersection formed by , ; ' , . ™„ \ 1 1 j- • 

, , . : ^. , , , . • T,, c area depicted in FIG. 8(0), alter sample loading m the 

channels interconnecting at least six reservoirs. The first inched mode- 

intersection can be used to inject a precisely sized analyte ' 

plug into a separation channel toward a waste reservoir. The 60 FIG. 8(c) is a photomicrograph taken of the same area 

electrical potential at the second intersection can be selected depicted m FIG. S(a), after sample loading in the floating 

in a manner that provides additional control over the size of mode, 

the analyte plug. In addition, the electrical potentials can be FIG. 9 shows integrated fluorescence signals for injected 

controlled in a manner that transports materials from the volume plotted versus time for pinched and floating injec- 

flfth and sixth reservoirs through the second intersection 65 tions; 

toward the first intersection and toward the fourth reser\'oir FIG. 10 is a schematic, top view of a microchip according 

after a selected volume of material from the first intersection to a fourth preferred embodiment of the present invention; 
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FIG. 11 is an enlarged view of the intersection region of FIG. 28 shows a plot of amounts injected versus reaction 

FIG. 10; time using the system of FIG. 25; 

FIG. 12 is a schematic top view of a microchip laboratory FIG. 29 shows an electropherogram of restriction frag- 

system according to a fifth preferred embodiment according ments produced using the system of FIG. 25; 

to the present invention; 5 FIG. 30 is a schematic view of a microchip laboratory 

FIG. 13(a) is a schematic view of a CCD camera view of system according to a seventh preferred embodiment of the 

the intersection area of the microchip laboratory system of present invention. 

FIG. 12; FIG. 31 is a schematic view of the apparatus of FIG. 21, 

FIG. 13(b) is a CCD fluorescence image taken of the same showing sequential applications of voltages to effect desired 

area depicted in FIG. 13(fl), after sample loading in the fluidic manipulations; and 

pinched mode; FIG. 32 is a graph showing the different voltages applied 

FIGS. 13(c)-13(e) are CCD fluorescence images taken of to effect the fluidic manipulations of FIG. 23. 

the same area depicted in FIG. 13(a), sequentially showing DETAILED DESCRIPTION OF THE 

a plug of analyte moving away from the channel intersection 15 INVENTION 
at 1, 2, and 3 seconds, respectively, after switching to the nm 

mode; Integrated, micro-laboratory systems for analyzing or 

FIG. 14 shows two mjection profifes for didansyf-fysme synthesizing chemicals requite a predse way of manipulat- 

injected for 2s with y equal to 0.97 and 9.7; ™g fluids and fluid-borne material and subjectmg the fluids 

, , , , , ^ , , ^, X ^ „ or, to selected chemical or physical environments that produce 

FIG. 15 are electropherograms taken at (a) 3.3 cm, (b) 9.9 20 ^^^^^^ conversions or partitioning. Given the concentration 

cm and (c) 16.5 cm from the point ot injection for of analytes that produces chemical conversion in reasonable 

rhodamine B (less retained) and sulforhodamine (more ^^j^^^ ^^^^^^ molecular detection, diffusion 

times and manufacturing methods for creating devices on a 

FIG. 16 is a plot of the efiSciency data generated from the ^ microscopic scale, miniature integrated micro-laboratory 

electropherograms of FIG. 15, showing variation of the plale systems lend themselves to channels having dimensions on 

number with channel length for rhodamine B (square with the order of 1 to 100 micrometers in diameter. Within this 

plus) and sulforhodamine (square with plus) and sulfor- context, electrokinetic pumping has proven to be versatile 

hudaniiiic (sL|iiare with dot) with best linear fit (solid lines) and effective in transporting materials in microfabricated 

for each atialyte; laboratory systems. 

FIG. n(a) is an electropherogram ol rhodamine B and The present invention provides the tools necessary to 

fluorescein with a separation field strength of 1.5 kV/cm and make use of electrokinetic pumping not only in separations, 

a separation length of 0.9 mm; but also to perform liquid handling that accomplishes other 

FIG. 17(6) is an electropherogram of rhodamine B and imporiani sample processing steps, such as clicniical coii- 

fluorescein with a separation field strength of 1.5 kV/cm and -is versions or sample partitioning. By simullanci)iisly coiilrol- 

a separation length of 1.6 mm; ling voltage al a plurality of ports connected by channels in 

FIG. 17(c) is an electropherogram of rhodamine B and ^ miciuchip structure, it is possible to measure and dispense 

fluorescein with a separation field strength of 1.5 kV/cm and fluids with areat precision, mix reagents, incubate reaction 

a separation length of 11 1 mm' components, direct the components towards sites of physical 

• u u ■ • *• £ tu u c in OT biocliemical partition and subject the components to 

FIG. 18 is a graph showing variation of the number ot , ^ , ■ ■ \, , . 

, . c I- r»i r » ■ c II » ,1, detector systems. By combimng these capabihties on a 

plates per unit time as a function of the electric field strength ., . ,. ■,, , 

c u J • Ti . i- 1 ,1- I I, ^ ■ 1 \ J single microchip, one is able to create complete, miniature, 

tor rhodamine B at separation fenalhs ot 1.6 mm (circle) and . ° , , , , r , ■ 

111 / \ I I- n ■ . *• 1 il * mteerated automated laboratory systems for analyzmg or 

n.l mm (square) and tor fluorescein at separation lengths or f ' ■' jo 

1 , , ,. ,> , ,, 1 ■ , X synthesizing chemicals. 

1.6 mm (diamond) and 11.1 mm (triangle); ■' ° 

„„ , , ^ „ . 1 , 1 45 Such integrated micro-laboratory systems can be made up 

FIG. 19 shows a chromatogram ol coumarins analyzed by „ , ^ , . 

, . , , , , rr-T^ 1-1 of several component elements. Component elements can 

electrochromatographv usmg the system ot FIG. 12; , , ■ ■ , 

include liquid dispensing systems, fiquid mixing systems, 

FIG. 20 shows a chromatogram of coumarins resulting molecular partition systems, detector sights, etc. For 

from miceUar electrokinetic capiUary chromatography usmg example, as described flerein, one can conslruct a refativefy 

the system of FIG. 12, complete system for the identification of restriction endo- 

FIGS. 21(a) and 21(b) show the separation of three metal nuclease sites in a DNA molecule. This single microfabri- 

ions using the system of FIG. 12; cated device thus includes in a single system the functions 

FIG. 22 is a schematic, top plan view of a microchip that are traditionally performed by a technician employing 

according to the FIG. 3 embodiment, additionally including pipettors, incubators, gel electrophoresis systems, and data 

a reagent reservoir and reaction channel; 55 acquisition systems. In this system, DNA is mixed with an 

FIG. 23 is a schematic view of the embodiment of FIG. enzyme, the mixture is incubated, and a selected volume of 

20 showing applied voltages' ^e reaction mixture is dispensed into a separation channel. 

„„.., ^ i»t Electrophoresis is conducted concurrent with fluorescent 

FIG. 24 shows two electropherograms produced using the 1 u i- r th nivTA 

FIG. 22 embodiment; labelmg ot the UJNA. 

... , . . _ . , . , , 60 Shown m FIG. 1 is an example 01 a microchip laboratory 

FIG. 25 is a schemaUc view of a microchip laboratory ^ configured to impfement an entire cfiemicaf 

system accordmg to a sixth preferred embodiment of the ^^^^^^-^ synthesis. The laboratory system includes six 

present invention; reservoirs 12, 14, 16, 18, 20, and 22 connected to each other 

FIG. 26 shows the reproducibifity of the amount injected by a system of channeis 24 micromachined into a substrate 

for arginine and gfycine using the system of FIG. 25; 55 or base member (not shown in FIG. 1), as discussed in more 

FIG. 27 shows the overlay of three electrophoretic sepa- detail below. Each reservoir 12-22 is in fluid communication 

rations using the system of FIG. 25; with a corresponding channel 26, 28, 30, 32, 34, 36, and 38 
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of the channel system 24. The first channel 26 leading from 
the first reservoir 12 is connected to the second channel 28 
leading from the second reservoir 14 at a first intersection 
38. Likewise, the third channel 30 from the third reservoir 16 
is connected to the fourth channel 32 at a second intersection 5 
40. The first intersection 38 is connected to the second 
intersection 40 by a reaction chamber or channel 42. The 
fifth channel 34 from the fifth reservoir 20 is also connected 
to the second intersection 40 such that the second intersec- 
tion 40 is a four-way intersection of channels 30, 32, 34, and 
42. The fifth channel 34 also intersects the sixth channel 36 
from the sixth reservoir 22 at a third intersection 44. 

Tlie materials stored in the reservoirs preferably are 
transported electrokinetically through the channel system 24 
in order to implement the desired analysis or sj'nthesis. To 
provide such electrokinetic transport, the laboratory system ^"^ 
10 includes a voltage controller 46 capable of applying 
selectable voltage levels, including ground. Such a voltage 
controller can be implemented using multiple voltage divid- 
ers and multiple relays to obtain the selectable voltage 
levels. The voltage controller is connected to an electrode 
positioned in each of the six reservoirs 12-22 by voltage 
lines VI- V6 in order to apply the desired voltages to the 
materials in the reservoirs. Preferably, the voltage controller 
also includes sensor channels SI, S2, and S3 connected to 
the first, second, and third intersections 38, 40, 44, 
respectively, in order to sense the voltages present at those 
intersections. 

The use of electrokinetic transport on microminiaturized 
planar liquid phase separation devices, described above, is a 
viable approach for sample manipulation and as a pumping 
mechanism for liquid chromatography. The present inven- 
tion also entails the use of electroosmotic flow to mix 
various fluids in a controUed and reproducible fashion. 
When an appropriate fluid is placed in a tube made of a ^. 
correspondingly appropriate material, functional groups at 
the surface of the tube can ionize. In the case of tubing 
materials that are terminated in liydroxyl groups, pruluiis 
will leave the surface and enter an aqueous solvent. Under 
such conditions the surface will have a net negative charge 
and the solvent will have an excess of positive charges, 
mostly in the charged double layer at the surface. With the 
application of an electric field across the tube, the excess 
cations in solution will be attracted to the cathode, or 
negative electrode. The movement of these positive charges 
through the tube will drag the solvent with them. The steady 
state velocity is given by equation 1, 



6|£ 
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where v is the solvent velocity, G is the dielectric constant 
of the fluid, | is the zeta potential of the stu-face, E is the 
electric field strength, and t) is the solvent viscosity. From 
equation 1 it is obvious that the fluid flow velocity or flow 
rate can be controlled through the electric field strength. 55 
Thus, electroosmosis can be used as a programmable pump- 
ing mechanism. 

The laboratory microchip system 10 shown in FIG. 1 
could be used for performing numerous types of laboratory 
analysis or synthesis, such as DNA sequencing or analysis, 60 
electrochromatography, micellar electrokinetic capillary 
chromatography (MECC), inorganic ion analysis, and gra- 
dient elution liquid chromatography, as discussed in more 
detail below. The tifth channel 34 typically is used for 
electrophoretic or electrochromatographic separations and 65 
thus may be referred to in certain embodiments as a sepa- 
ration channel or column. The reaction chamber 42 can be 



used to mix any two chemicals stored in the first and second 
reservoirs 12, 14. For example, DNA from the first reservoir 
12 could be mixed with an enzyme from the second reservoir 
14 in the first intersection 38 and the mixture could be 
incubated in the reaction chamber 42. The incubated mixture 
could then be transported through the second intersection 40 
into the separation column 34 for separation. The sixth 
reservoir 22 can be used to store a fluorescent label that is 
mixed in the third intersection 44 with the materials sepa- 
rated in the separation column 34. An appropriate detector 
(D) could then be employed to analyze the labeled materials 
between the third intersection 44 and the fifth reservoir 20. 
By providing for a prc-scparation column reaction in the first 
intersection 38 and reaction chamber 42 and a post- 
separation column reaction in the third intersection 44, the 
laboratory system 10 can be used to implement many 
standard laboratory techniques normally implemented 
manually in a conventional laboratory. In addition, the 
elements of the laboratory system 10 could be used to build 
a more complex system to solve more complex laboratory 
procedures. 

The laboratory microchip system 10 includes a substrate 
or base member (not shown in FIG. 1) which can be an 
approximately two inch by one inch piece of microscope 
shde (Corning, Inc. #2947). While glass is a preferred 
material, other similar materials may be used, such as fused 
silica, crystalline quartz, fused quartz, plastics, and silicon 
(if the surface is treated suEBciently to alter its resistivity). 
Preferably, a non-conductive material such as glass or fused 
quartz is used to allow relatively high electric fields to be 
applied to electrokinetically transport materials through 
channels in the microchip. Semiconducting materials such 
as silicon could also be used, but the electric field applied 
would normally need to be kept to a minimum 
(approximately less than 300 volts per centimeter using 
present techniques of providing insulating layers), which 
may provide insufiScient electrokinetic movement. 

The channel pattern 24 is formed in a planar surface of the 
substrate using standard photolithographic procedures fol- 
lowed by chemical wet etching. The channel pattern may be 
transferred onto the substrate with a positive photoresist 
(Shipley 1811) and an e-beam written chrome mask 
(Institute of Advanced Manufacturing Sciences, Inc.). The 
pattern may be chemically etched using HF/NH4F solution. 

After forming the channel pattern, a cover plate may then 
be bonded to the substrate using a direct bonding technique 
whereby the substrate and the cover plate surfaces are first 
hydroly/cd in a dilute NH^OHjU^O, solution and then 
joined. The assembly is then annealed at about 500° C. in 
order to insure proper adhesion of the cover plate to the 
substrate. 

Following bonding of the cover plate, the reservoirs are 
afBxed to the substrate, with portions of the cover plate 
sandwiched therebetween, using epoxy or other suitable 
means. The reservoirs can be cylindrical with open opposite 
axial ends. Typically, electrical contact is made by placing a 
platinum wire electrode in each reservoirs. The electrodes 
are connected to a voltage controller 46 which applies a 
desired potential to select electrodes, in a manner described 
in more detail below. 

A cross section of the first channel is shown in FIG. 2 and 
is identical to the cross section of each of the other integrated 
channels. When using a non-crystalline material (such as 
glass) for the substrate, and when the channels are chemi- 
cally wet etched, an isotropic etch occurs, i.e., the glass 
etches uniformly in all directions, and the resulting channel 
geometry is trapezoidal. The trapezoidal cross section is due 
to "undercutting" by the chemical etching process at the 
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edge of the photoresist. In one embodiment, the channel 
cross section of the illustrated embodiment has dimensions 
of 5.2 fim in depth, 57 82 m in width at the top and 45 82 
m in width at the bottom. In another embodiment, the 
channel has a depth "d" of 10 82 m, an upper width ''wl" of 
90 jum, and a lower width "w2" of 70 fan. 

An important aspect of the present invention is the 
controlled electrokinetic transportation of materials through 
the channel system 24. Such controlled electrokinetic trans- 
port can be used to dispense a selected amount of material 
from one of the reservoirs through one or more intersections 
of the channel structure 24. Alternatively, as noted above, 
selected amounts of materials from two reservoirs can be 
transported to an intersection where the materials can be 
mixed in desired concentrations. 
Gated Dispenser 

Shown in FIG. 3 is a laboratory component lOA that can 
be used to implement a preferred method of transporting 
materials through a channel structure 24A. The A following 
each number in FIG. 3 indicates that it corresponds to an 
analogous element of FIG. 1 of the same number without the 
A. For simplicity, the electrodes and the connections to the 
voltage controller that controls the transport of materials 
through the channel System 24A are not shown in FIG. 3. 

The microchip laboratory system lOA shown in FIG. 3 
controls the amount of material from the first reservoir 12A 
transported through the intersection 40A toward the fourth 
reservoir 20A by electrokineticaUy opening and closing 
access to the intersection 40A from the first channel 26A. As 
such, the laboratory microchip system lOA essentially 
implements a controlled electrokinetic valve. Such an elec- 
trokinetic valve can be used as a dispenser to dispense 
selected volumes of a single material or as a mixer to mix 
selected volumes of plural materials in the intersection 40A. 
In general, electro-osmosis is used to transport "fluid mate- 
rials" and electrophoresis is used to transport ions without 
transporting the fluid material surrounding the ions. 
Accordingly, as used herein, the term "material" is used 
broadly to cover any form of material, including fluids and 
ions. 

The laboratory system lOA provides a continuous unidi- 
rectional flow of fluid through the separation channel 34A. 
This injection or dispensing scheme only requires that the 
voltage be changed or removed from one (or two) reservoirs 
and allows the fourth reservoir 20A to remain at ground 
potential. This will allow injection and separation to be 
performed with a single polarity power supply. 

An enlarged view of the intersection 40A is shown in FIG. 
4. The directional arrows indicate the time sequence of the 
flow profiles at the intersection 40 A. The solid arrows show 
the initial flow pattern. Voltages at the various reservoirs are 
adjusted to obtain the described flow patterns. The initial 
flow pattern brings a second material fi-om the second 
reservoir 16A at a sufEcient rate such that all of the first 
material transported from reservoir 12A to the intersection 
40Ais pushed toward the third reservoir 18A. In general, the 
potential distribution will be such that the highest potential 
is in the second reservoir 16A, a slightly lower potential in 
the first reservoir 12A, and yet a lower potential in the third 
reservoir 18A, with the fourth reservoir 20A being 
grounded. Under these conditions, the flow towards the 
fourth reser\'oir 20A is solely the second material from the 
second reservoir 16A. 

To dispense material from the first reservoir 12A through 
the intersection 40A, the potential at the second reser\'oir 
16Acan be switched to a value less than the potential of the 
first reservoir 12Aor the potentials at reservoirs 16A and/or 
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18A, can be floated momentarily to provide the flow shown 
by the short dashed arrows in FIG. 4. Under these 
conditions, the primary flow wfll be from the first reservoir 
12A down towards the separation channel waste reservoir 

5 20A. The flow from the second and third reservoirs 16A, 
18A will be small and could be in either direction. This 
condition is held long enough to transport a desired amount 
of material from the first reservoir 12A through the inter- 
section 40A and into the separation channel 34A. After 

10 sufficient time for the desired material to pass through the 
intersection 40A, the voltage distribution is switched back to 
the original values to prevent additional material from the 
first reservoir 12A from flowing through the intersection 
40A toward the separation channel 34A. 

15 One application of such a "gated dispenser" is to inject a 
controUed, variable-sized plug of analyte from the first 
reservoir 12A for electrophoretic or chromatographic sepa- 
ration in the separation channel 34A. In such a system, the 
first reservoir 12A stores analyte, the second reservoir 16A 

20 stores an ionic buffer, the third reservoir 18A is a first waste 
reservoir and the fourth reservoir 20A is a second waste 
reservoir. To inject a small variable phig of analyte from the 
first reservoir 12A, the potentials at the buffer and first waste 
reservoirs 16A, 18A are simply floated for a short period of 

2.5 time (=»100 ms) to allow the analyte to migrate down the 
separation column 34A. To break off the injection plug, the 
potentials at the buffer reservoir 16A and the first waste 
reservoir 18A are reapplied. Alternatively, the valving 
sequence could be effected by bringing reservoirs 16A and 

3U 18A to the potential of the intersection 40A and then 
returning them to their original potentials. A shortfall of this 
method is that the composition of the injected plug has an 
electrophoretic mobility bias whereby the faster migrating 
compounds arc introduced preferentially into the separation 

35 column 34A over slower migrating compounds. 

In FIG. 5, a sequential view of a plug of analyte moving 
through the intersection of the FIG. 3 embodiment can be 
seen by CCD images. The analyte being pumped through the 
laboratory system lOA was rhodamine B (shaded area), and 

40 the orientation of the CCD images of the injection cross or 
intersection is the same as in FIG. 3. The first image, (A), 
shows the analyte being pumped through the injection cross 
or intersection toward the first waste reservoir 18A prior to 
the injection. The second image, (B), shows the analyte plug 

45 being injected into the separation column 34A. The third 
image, (C), depicts the analyte plug moving away from the 
injection intersection after an injection plug has been com- 
pletely introduced into the separation column 34A. The 
potentials at the bufter and first waste reservoirs 16A, 18A 

50 were floated for 100 ms while the sample moved into the 
separation column 34A. By the time of the (C) image, the 
closed gate mode has resumed to stop fiirther analyte from 
moving through the intersection 40A into the separation 
column 34A, and a clean injection plug with a length of 142 

55 fan has been introduced into the separation column. As 
discussed below, the gated injector contributes to only a 
minor fraction of the total plate height. The injection plug 
length (volume) is a function of the time of the injection and 
the electric field strength in the column. The shape of the 

60 injected plug is skewed slightly because of the directionality 
of the cleaving bufler flow. However, for a given injection 
period, the reproducibility of the amount injected, deter- 
mined by integrating the peak area, is 1% RSD for a series 
of 10 replicate injections. 

65 Electrophoresis experiments were conducted using the 
microchip laboratory system lOA of FIG. 3, and employed 
methodology according to the present invention. Chip 
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dynamics were analyzed using analyte fluorescence. A 16B through the intersection 40B for separation in the 

charge coupled device (CCD) camera was used to monitor separation channel 34B. The analyte injector lOB can be 

designated areas of the chip and a photomultiplier tube operated in either "load" mode or a "nm" mode. Reservoir 

(PMT) tracked single point events. The CCD (Princeton 16B is .supplied with an analyte and reservoir 12B with 

Instruments, Inc. TE/CCD-512TKM camera was mounted 5 buffer. Reservoir 18B acts as an analyte waste reservoir, and 

on a stereo microscope (Nikon SMZ-U), and the laboratory reservoir 20B acts as a waste reservoir, 

system lOA was illuminated using an argon ion laser (514.5 In the "load" mode, at least two types of analyte intro- 

nm. Coherent Innova 90) operating at 3 W with the beam duction are possible. In the first, known as a "floating" 

expanded to a circular spot =2 cm in diameter. The PMT, loading, a potential is apphed to the analyte reservoir 16B 

with collection optics, was situated below the microchip lO with reservoir 18B grounded. At the same time, reservoirs 

with the optical axis perpendicular to the microchip surface. 12B and 20B are floating, meaning thai they are neither 

The laser was operated at approximately 20 mW, and the coupled to the power source, nor grounded, 

beam impinged upon the microchip at a 45° angle from the The second load mode is "pinched" loading mode, 

microchip surface and parallel to the separation channel. The wherein potentials are simultaneously applied at reservoirs 

laser beam and PMT observation axis were separated by a 15 12B, 16B, and 20B, with reservoir 18B grounded in order to 

135° angle. The point detection scheme employed a helium- control the injection plug shape as discussed in more detail 

neon laser (543 nm, PMS Electro -optics LHGP-0051) with below. As used herein, simultaneously controlling electrical 

an electrometer (Keithley 617) to monitor response of the potentials at plural reservoirs means that the electrodes are 

PMT (Oriel 77340). The voltage controller 46 (Spellman connected to a operating power source at the same chemi- 

CZE lOOOR) for electrophoresis was operated between 0 and 20 cally significant time period. Floating a reservoir means 

+4.4 kV relative to ground. disconnecting the electrode in the reservoir from the power 

The type of gated injector described with respect to FIGS. source and thus the electrical potential at the reservoir is not 

3 and 4 show electrophoretic mobility based bias as do controlled. 

conventional electroosmotic injections. Nonetheless, this In the "run" mode, a potential is applied to the buffer 

approach has simplicity in voltage switching requirements is reservoir 12R with reservoir 20R grounded and with reser- 

and fabrication and provides continuous unidirectional flow voirs 16B and 18B at approximately half of the potential of 

through the separation channel. In addition, the gated injec- reservoir 12B. During the nm mode, the relatively high 

tor provides a method for valving a variable volume of fluid potential applied to the buffer reservoir 12B causes the 

into the separation channel 34A in a marmer that is precisely analyte in the intersection 40B to move toward the waste 

controlled by the electrical potentials apphed. 3U reservoir 20B in the separation column 34B. 

Another application of the gated dispenser lOA is to dflute Diagnostic experiments were performed using rhodamine 

or mix desired quantities of materials in a controlled manner. B and sulforhodamine 101 (Exciton Chemical Co., Inc.) as 

To iniplciucnl such a mixing scheme in order to mix the the analyte at 60 for the CCD images and 6 /(M lor the 

materials I'roiii the lirsl and second reservoirs 12A, 16A, the point detection. A sodium tetraborate buffer (5(1 mM, pH 

potentials in the first and second channels 26A, 30Aneed to 35 9.2) was the mobile phase in the experiments. An injection 

be maintained higher than the potential of the intersection of spatially weU defined small volume (=100 pL) and of 

40A during mixing. Such potentials will cause the materials small longitudinal extent =100 ^m), injection is beneficial 

from the first and second reservoirs 12A and 16A to simul- when performing these types of analyses, 

taneously move through the intersection 40A and thereby The analyte is loaded into the injection cross as a frontal 

mix the two materials, 'llie potentials apphed at the first and 40 electropherogram, and once the front of the slowest analyte 

second reservoirs 12A, 16A can be adjusted as desired to component passes through the injection cross or intersection 

achieve the selected concentration of each material. After 40B, the analyte is ready to be analyzed. In FIG. 7, a CCD 

dispensing the desired amounts of each material the poten- image (the area of which is denoted by the broken line 

tial at the second reservoir 16A may be increased in a square) displays the flow pattem of the analyte 54 (shaded 

manner sufficient to prevent further material from the first 45 area) and the buffer (white area) through the region of the 

reservoir 12 A from being transported through the intersec- injection intersection 40B. 

tion 40A toward the third reservoir 30A. Ry pinching the flow of the analyte, the volume of the 

Analyte Injector analyte plug is stable over time. The slight asymmetry of the 

Shown in FIG. 6 is a microchip analyte injector lOB plug shape is due to the different electric field strengths in 

according to the a present invention. The channel pattem 50 the buffer channel 26B (470 V/cm) and the separation 

24B has four distinct channels 26B, 30B, 32B, and 34B channel 34B (100 V/cm) when 1.0 kV is applied to the 

micromachined into a substrate 49 as discussed above. Each buffer, the analyte and the waste reservoirs, and the analyte 

channel has an accompanying reservoir mounted above the waste reservoir is grounded. However, the different field 

terminus of each channel portion, and aU four channels strengths do not influence the stabflity of the analyte plug 

intersect at one end in a four way intersection 40B. The 55 injected. Ideally, when the anal5fte plug is injected into the 

opposite ends of each section provide termini that extend separation channel 34B, only the analyte in the injection 

just beyond the peripheral edge of a cover plate 49' mounted cross or intersection 40B would migrate into the separation 

on the substrate 49. The analyte injector lOB shown in FIG. channel. 

6 is substantially identical to the gated dispenser lOA except The volume of the injection plug in the injection cross is 

that the electrical potentials are applied in a manner that 60 approximately 120 pL with a plug length of 130 /.vca. A 

injects a volume of material from reservoir 16% through the portion of the analyte 54 in the analyte channel 30B and the 

intersection 40B rather than from the reservoir 12B and the analyte waste channel 32B is drawn into the separation 

volume of material injected is controlled by the size of the channel 34B. Following the switch to the separation (run) 

intersection. mode, the volume of the injection plug is approximately 250 

The embodiment shown in FIG. 6 can be used for various 65 pL with a plug length of 208 ^im. These dimensions are 

material manipulations. In one application, the laboratory estimated from a series of CCD images taken immediately 

system is used to inject an analyte from an analyte reser\'oir after the switch is made to the separation mode. 
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The two modes of loading were tested for the analyte pinched injection mode was tested by integrating the area of 

introduction into the separation channel 34B. The analyte the band profile following introduction into the separation 

was placed in the analyte reservoir 16B, and in both injec- channel 34B. For six injections with a duration of 40 

lion schemes was "transported" in the direction of reser\'oir seconds, the reproducibility for the pinched injection is 0.7% 

18B, a waste reservoir. CCD images of the two types of 5 RSD. Most of this measured instability is from the optical 

injections are depicted in FIGS. 8(fl)-8(c). FIG. 8(13) sche- measurement system. The pinched injection has a higher 

matically shows the intersection 40B, as well as the end reproducibility because of the temporal stability of the 

portions of channels. volume injected. With electronically controlled voltage 

The CCD image of FIG. S(b) is of loading in the pinched switching, the RSD is expected to improve for both 

mode, just prior to being switched to the run mode. In the 10 schemes. 

pinched mode, analyte (shown as while against the dark The injection plug width and, ultimately, the resolution 

background) is pumped electrophoreticaUy and electroos- between analytes depends largely on both the flow pattern of 

moticaUy from reservoir 16B to reservoir 18B (left to right) the analyte and the dimensions of the injection cross or 

with buffer from the buffer reservoir 12B (top) and the waste intersection 40B. For this column, the width of the channel 

reservoir 20B (bottom) traveling toward reservoir 18B 15 at the top is 90 fan but a channel width of 10 lan is feasible 

(right). The voltages applied to reservoirs 12B, 16B, 18B, which would lead to a decrease in the volume of the 

and 20B were 90% 90%, 0, and 100%i, respectively, of the injection plug from 90 pL down to 1 pL with a pinched 

power supply output which correspond to electric field injection. 

strengths in the corresponding channels of 400, 270, 690 and There are situations where it may not be desirable to 

20 V/cm, respectively. Although the voltage applied to the 20 reverse the flow in the separation channel as described above 

waste reservoir 20B is higher than voltage applied to the for the "pinched" and "floating" injection schemes, 

analyte reservoir 18B, the additional length of the separation Examples of such cases might be the injection of a new 

channel 34B compared to the analyte channel 30B provides sample plug before the preceding plug has been completely 

additional electrical resistance, and thus the flow from the eluted or the use of a post-column reactor where reagent is 

analyte buffer 16B into the intersection predominates. 2.5 continuously being injected into the end of the separation 

Consequently, the analyte in the injection cross or intersec- column. In the latter case, it would in general not be 

tion 40B has a trapezoidal shape and is spatially constricted desirable to have the reagent flowing back up into the 

in the channel 32B by this material transport pattern. separation channel. 

FIG. 8(c) shows a floating mode loading. The analyte is Alternate Analyte Injector 

pumped from reservoir 16B to 18B as in the pinched 3U FIG. 10 illustrates an alternate analyte injector system 

injection except no potential is applied to reservoirs 12B and IOC having six different ports or channels 26C, 30C, 32C, 

2(115. I!y not controlling the flow of mobile phase (buffer) in 34C, 56, and 58 respectively connected to six different 

channel portions 26H and 34B, the analyte is free to expand reservoirs 12C, 16C, 18C, 20C, 60, and 62. The letter C after 

into these channels through convectivc and diffusive flow, each element number indicates that the indicated element is 

thereby resulting in an extended injection plug. 35 analogous to a correspondingly numbered elements of FIG. 

When comparing the pinched and floating infections, the 1. The microchip laboratory system IOC is similar to labo- 

pinched injection is superior in three areas: temporal stabil- ratory systems 10, lOA, and lOB described previously, in 

ity of the injected volume, the precision of the injected that an injection cross or intersection 40C is provided. In the 

volume, and plug length. When two or more analytes with FIG. 10 embodiment, a second intersection 64 and two 

vastly different mobilities are to be analyzed, an injection 40 additional reservoirs 60 and 62 are also provided to over- 

with temporal stability insures that equal volumes of the come the problems with reversing the flow in the separation 

faster and slower moving analytes are introduced into the channel. 

separation column or chaimel 34B. The high reproducibility Like the previous embodiments, the analyte injector sys- 

of the injection volume facilitates the ability to perform tem IOC can be used to implement an analyte separation by 

quantitative analysis. AsmaUer plug length leads to a higher 45 electrophoresis or chromatography or dispense material into 

separation efficiency and, consequently, to a greater com- some other processing element. In the laboratory system 

ponent capacity for a given instrument and to higher speed IOC, the reservoir 12C contains separating buft'er, reservoir 

separations. 16C contains the analyte, and reservoirs 18C and 20C are 

To determine the temporal stability of each mode, a series waste reservoirs. Intersection 40C preferably is operated in 

of CCD fluorescence images were collected at 1.5 second 50 the pinched mode as in the embodiment shown in FIG. 6. 

intervals starting just prior to the analyte reaching the The lower intersection 64, in fluid communication with 

injection intersection 40B. An estimate of the amount of reservoirs 60 and 62, are used to provide additional flow so 

analyte that is injected was determined by integrating the that a continuous buffer stream can be directed down 

fluorescence in the intersection 40B and channels 26B and towards the waste reservoir 20C and, when needed, upwards 

34B. This fluorescence is plotted versus time in FIG. 9. 55 toward the injection intersection 40C. Reservoir 60 and 

For the pinched injection, the injected volume stabilizes attached channel 56 are not necessary, although they 

in a few seconds and has a stability of 1% relative standard improve performance by reducing band broadening as a plug 

deviation (RSD), which is comparable to the stability of the passes the lower intersection 64. In many cases, the flow 

illuminating laser. For the floating injection, the amount of from reservoir 60 will be symmetric with that from reservoir 

analyte to be injected into the separation channel 34B 60 62. 

increases with time because of the dispersive flow of analyte FIG. 11 is an enlarged view of the two intersections 40C 

into channels 26B and 34B. For a 30 second injection, the and 64. The different types of arrows show the flow direc- 

volume of the injection plug is ca. 90 pL and stable for the tions at given instances in time for injection of a plug of 

pinched injection versus ca. 300 pL and continuously analyte into the separation channel. The solid arrows show 

increasing with time for a floating injection. 65 the initial flow pattern where the analyte is electrokineticaUy 

By monitoring the separation channel at a point 0.9 cm pumped into the upper intersection 40C and "pinched" by 

from the intersection 40B, the reproducibility for the material flow from reservoirs 12C, 60, and 62 toward this 
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same intersection. Flow away from the injection intersection 40D of the microchip laboratory system 10, the voltages are 

40C is carried to the analyte waste reservoir 18C. The manually switched from the loading mode to the nm 

analyte is also flowing from the reservoir 16C to the analyte (separation) mode of operation. FIGS. 13(fl)-13(e) illustrate 

waste reservoir 18C. Under these conditions, flow from a separation of rhodamine B (less retained) and sulfor- 

reservoir 60 (and reservoir 62) is also going down the 5 hodamine (more retained) using the following conditions: 

separation channel 34C to the waste reservoir 20C. Such a E,„y=400 V/cm, E„,„_150 V/cm, buffer=50 mlVl sodium 

flow pattern is created by simultaneously controlling the tetaborate at pH 9.2. The CCD images demonstrate the 

electrical potentials at all six reservoirs. separation process at 1 second intervals, with FIG. 13(fl) 

A plug of the analyte is injected through the injection showing a schematic of the section of the chip imaged, and 

intersection 40C into the separation channel 34C by switch- 10 with FIGS. 13(fc)-13(e) showing the separation unfold, 

ing to the flow profile shown by the short dashed arrows. FIG. 13(b) again shows the pinched injection with the 

BufEer flows down from reservoir 12C to the injection appUed voltages at reservoirs 12D, 16D, and 20D equal and 

intersection 40C and towards reservoirs 16C, 18C, and20C. reservoir 18D grounded. FIGS. 13(c)-13(e) shows the plug 

This flow profile also pushes the analyte plug toward waste moving away from the intersection at 1,2, and 3 seconds, 

reservoir 20C into the separation channel 34C as described 15 respectively, after switching to the run mode. In FIG. 13(c), 

before. This flow profile is held for a sufiBcient length of time the injection plug is migrating around a 90° tum, and band 

so as to move the analyte plug past the lower intersection 64. distortion is visible due to the inner portion of the plug 

I'he flow of bufler from reservoirs 60 and 62 should be low traveling less distance than the outer portion. By FIG. 12(d), 

as indicated by the short arrow and into the separation the analytes have separated into distinct bands, which are 

channel 34C to minimize distortion. 20 distorted in the shape of a paraUelogram. In FIG. 13(e), the 

The distance between the upper and lower intersections bands are well separated and have attained a more rectan- 

40C and 64, respectively, should be as small as possible to gular shape, i.e., collapsing of the parallelogram, due to 

minimize plug distortion and criticality of timing in the radial diffusion, an additional contribution to efficiency loss, 

switching between the two flow conditions. Electrodes for When the switch is made from the load mode to the run 

sensing the electrical potential may also be placed at the 2.5 mode, a clean break of the injection plug from the analyte 

lower intersection and in the channels 56 and 58 to assist in stream is desired to avoid tailing. This is achieved by 

adjusting the electrical potentials for proper flow control. pumping the mobile phase or buffer from channel 26D into 

Accurate flow control at the lower intersection 64 may be channels 30D, 32D, and 34D simultaneously by maintaining 

necessary to prevent undesired band broadening. the potential at the intersection 40D below the potential of 

After the sample plug passes the lower intersection, the 30 reservoir 12D and above the potentials of reservoirs 16D, 

potentials are switched back to the initial conditions to give 18D, and 20D 

the original flow profile as shown with the long dashed In the representative experiments described herein, the 

arrows. This How pattern will allow bulfcr How into the intersection 40D was maintained at 66% of the potential of 

separation channel 34(' while the next analyte plug is being reservoir 121) during the run mode. This provided sufficient 

transported to the plug fanning region in the upper intersec- 35 flow of the analyte back away from the injection intersection 

lion 40C. This injection scheme will allow a rapid succes- 40D down channels 30D and 32D without decreasing the 

sion of injections to be made and may be very important for field strength in the separation channel 34D significantly, 

samples that are slow to migrate or if it takes a long time to Alternate channel designs would allow a greater fraction of 

achieve a homogeneous sample at the upper intersection the potential applied at reservoir 12D to be dropped across 

40C such as with entangled polymer solutions, litis imple- 40 the separation channel 34D, thereby improving efficiency, 

mentation of the pinched injection also maintains unidirec- This three way flow is demonstrated in FIGS. 13(c)-13(e) 

tional flow through the separation chatmel as might be as the analytes in channels 30D and 32D (left and right, 

required for a post-column reaction as discussed below with respectively) move further away from the intersection with 

respect to FIG. 22. time. Three way flow permits well-defined, reproducible 

Serpentine Channel 45 injections with minimal bleed of the analyte into the sepa- 

Another embodiment of the invention is the modified ration channel 34D. 

analyte injector system lOD shown in FIG. 12. The labora- Detectors 

tory system lOD shown in FIG. 12 is substantially identical In most applications envisaged for these integrated micro- 
to the laboratory system lOB shown in FIG. 6, except that systems for chemical analysis or synthesis it will be neces- 
the separation channel 34D follows a serpentine path. The 50 sary to quantify the material present in a channel at one or 
serpentine path of the separation channel 34D allows the more positions similar to conventional laboratory measure- 
length of the separation channel to be greatly uicreased ment processes. Techniques typically utilized for quantifl- 
without substantially increasing the area of the substrate cation include, but are not limited to, optical absorbance, 
49D needed to implement the serpentine path. Increasing the refractive index changes, fluorescence emission, 
length of the separation channel 34D increases the ability of 55 chemiluminescence, various forms of Raman spectroscopy, 
the laboratory system lOD to distinguish elements of an electrical conductometric measurements, electrochemical 
analyte. In one particularly preferred embodiment, the amperiometric measurements, acoustic wave propagation 
enclosed length (that which is covered by the cover plate measurements. 

49D') of the channels extending from reservoir 16D to Optical absorbence measurements are commonly 

reservoir 18D is 19 mm, while the length of channel portion 60 employed with conventional laboratory analysis systems 

26D is 6.4 mm and channel 34D is 171 mm. The turn radius because of the generaUty of the phenomenon in the UV 

of each turn of the channel 34D, which serves as a separation portion of the electromagnetic spectrum. Optical absorbence 

column, is 0.16 mm. is commonly determined by measuring the attenuation of 

To perform a separation using the modified analyte injec- impinging optical power as it passes through a known length 

tor system lOD, an analyte is first loaded into the injection 65 of material to be quantified. Alternative approaches are 

intersection 40D using one of the loading methods described possible with laser technology including photo acoustic and 

above. After the analyte has been loaded into the intersection photo thermal techniques. Such measurements can be uti- 
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lized with the microchip technology discussed here with the 
additional advantage of potentially integrating optical wave 
guides on microfabricated devices. The use of solid-state 
optical sources such as LEDs and diode lasers with and 
without firequency conversion elements would be attractive 5 
for reduction of system size. Integration of solid state optical 
source and detector technology onto a chip does not pres- 
ently appear viable but may one day be of interest. 

Refractive index detectors have also been commonly used 
for quantification of flowing stream chemical analysis sys- 
tems because of generality of the phenomenon but have 
typically been less sensitive than optical absorption. Laser 
based implementations of refractive index detection could 
provide adequate sensitivity in some situations and have 
advantages of simplicity. Fluorescence emission (or fluores- 
cence detection) is an extremely sensitive detection tech- l-'' 
nique and is commonly employed for the analysis of bio- 
logical materials. This approach to detection has much 
relevance to miniature chemical analysis and synthesis 
devices because of the sensitivity of the technique and the 
small volumes that can be manipulated and analyzed 20 
(volumes in the picoliter range are feasible). For example, a 
100 pL sample volume with 1 nM concentration of analyte 
would have only 60,000 analyte molecules to be processed 
and detected. There are several demonstrations in the litera- 
ture of detecting a single molecule in solution by fluores- 2S 
cence detection. A laser source is often used as the excitation 
source for ultrasensitive measurements but conventional 
light sources such as rare gas discharge lamps and light 
emitting diodes LEDs) are also used. The fluorescence 
emission can be detected by a photomultiplier tube, photo- 3U 
diode or other light sensor. An array detector such as a 
charge coupled device (CCD) detector can be used to image 
an analylc spalial dislribiilion. 

Raman spcclroscopy can lie used as a detection method 
for microchip devices with the advantage of gaining molecu- 35 
lar vibrational information, but with the disadvantage of 
relatively poor sensitivity. Sensitivity has been increased 
through surface enhanced Raman spectroscopy (SERS) 
effects but only at the research level. Electrical or electro- 
chemical detection approaches are also of particular interest 40 
for implementation on microchip devices due to the ease of 
integration onto a microfabricated structure and the poten- 
tially high sensitivity that can be attained. The most general 
approach to electrical quantification is a conductometric 
measurement, i.e., a measurement of the conductivity of an 45 
ionic sample. The presence of an ionized analyte can cor- 
respondingly increase the conductivity of a fluid and thus 
allow quantification. Ampcriomctric measurements imply 
the measurement of the current through an electrode at a 
given electrical potential due to the reduction or oxidation of 50 
a molecule at the electrode. Some selectivity can be obtained 
by controlling the potential of the electrode but it is minimal. 
Amperiometric detection is a less general technique than 
conductivity because not all molecules can be reduced or 
oxidized within the limited potentials that can be used with 55 
common solvents. Sensitivities in the 1 nM range have been 
demonstrated in small volumes (iO nL). The other advantage 
of this technique is that the number of electrons measured 
(through the current) is equal to the number of molecules 
present. The electrodes required for either of these detection 60 
methods can be included on a microfabricated device 
through a photolithographic patterning and metal deposition 
process. Electrodes could also be used to initiate a chemi- 
luminescence detection process, i.e., an excited state mol- 
ecule is generated via an oxidation-reduction process which 65 
then transfers its energy to an analyte molecule, subse- 
quently emitting a photon that is detected. 



Acoustic measiu-ements can also be used for quantifica- 
tion of materials but have not been widely used to date. One 
method that has been used primarily for gas phase detection 
is the attenuation or phase shift of a surface acoustic wave 
(SAW). Adsorption of material to the surface of a substrate 
where a SAW is propagating affects the propagation char- 
acteristics and allows a concentration determination. Selec- 
tive sorbents on the surface of the SAW device are often 
used. Similar techniques may be useful in the devices 
described herein. 

The mixing capabilities of the microchip laboratory sys- 
tems described herein lend themselves to detection pro- 
cesses that include the addition of one or more reagents. 
Derivatization reactions are commonly used in biochemical 
assays. For example, amino acids, peptides and proteins are 
commonly labeled with dansylating reagents or 
o-phthaldialdehyde to produce fluorescent molecules that 
are easily detectable. Alternatively, an enzyme could be used 
as a labeling molecule and reagents, including substrate, 
could be added to provide an enzyme amplified detection 
scheme, i.e., the enzyme produces a detectable product. 
There are many examples where such an approach has been 
used in conventional laboratory procedures to enhance 
detection, either by absorbence or fluorescence. A third 
example of a detection method that could benefit from 
integrated mixing methods is chemiluminescence detection. 
In these types of detection scenarios, a reagent and a catalyst 
are mixed with an appropriate target molecule to produce an 
excited state molecule that emits a detectable photon. 
Analyte Stacking 

To enhance the sensitivity of the microchip laboratory 
system lOD, an analyte pre-concentration can be performed 
prior to the separation. Concentration enhancement is a 
valuable tool especially when analyzing environmental 
samples and biological materials, two areas targeted by 
microchip technology. Analyte stacking is a convenient 
technique to incorporate with electrophoretic analyses. To 
employ analyte stacking, the analyte is prepared in a buffer 
with a lower conductivity than the separation buffer. The 
difference in conductivity causes the ions in the analyte to 
stack at the beginning or end of the analyte plug, thereby 
resulting in a concentrated analyte plug portion that is 
detected more easily. More elaborate prcconcentration tech- 
niques include two and three buffer systems, i.e., transient 
isotachophoretic preconcentration. It will be evident that the 
greater the number of solutions involved, the more difficult 
the injection technique is to implement. Pre-concentration 
steps are well suited for implementation on a microchip. 
Elcctroosmotically driven flow enables separation and 
sample buffers to be controlled without the use of valves or 
pumps. Low dead volume connections between channels 
can be easily fabricated enabling fluid manipulation with 
high precision, speed and reproducibiUty. 

Referring again to FIG. 12, the pre-concentration of the 
analyte is performed at the top of the separation channel 34D 
using a modified gated injection to stack the analyte. First, 
an analjrte plug is introduced onto the separation channel 
34D using electroosmotic flow. The analyte plug is then 
followed by more separation buffer from the buffer reservoir 
16D. At this point, the analyte stacks at the boundaries of the 
analyte and separation buffers. Dansylated amino acids were 
used as the analyte, which are anions that stack at the rear 
boundary of the analyte buffer plug. Implementation of the 
analyte stacking is described along with the effects of the 
stacking on both the separation efficiency and detection 
hmits. 

To employ a gated injection using the microchip labora- 
tory system lOD, the analyte is stored in the top reservoir 
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12D and the buffer is stored in the left reservoir 16D. The injections is 2.1% rsd (percent relative standard deviation) 

gated injection used for the analyte stacking is performed, on for peak area for 6 replicate analyses. For comparison, the 

an analyte having an ionic strength that is less than that of non-stacked, gated injection has a 1.4% rsd for peak area for 

the running buffer. Buffer is transported by electroosmosis 6 replicate analyses, and the pinched injection has a 0.75% 

from the buffer reservoir 16D towards both the analyte waste 5 rsd for peak area for 6 replicate analyses. These correspond 

and waste reservoirs 18D, 20D. This buffer stream prevents well to reported values for large-scale, commercial, auto- 

the analyte from bleeding into the separation channel 34D. mated capillary electrophoresis instruments. However, 

Within a representative embodiment, the relative potentials injections made on the microchip are =100 times smaller in 

at the buffer, analyte, analyte waste and waste reservoirs are volmne, e.g. 100 pL on the microchip versus 10 nL on a 

1, 0.9, 0.7 and 0, respectively. For 1 kV applied to the 10 commercial instrument, 
microchip, the field strengths in the buffer, analyte, analyte 

waste, and separation chaimels during the separation are TABLE 1 

170, 130, 180, and 120 V/cm, respectively. 

To inject the analyte onto the separation channel 34D, the Variation of stackins enliancement wia relative conductivity, y. 

potential at the buffer reservoir 16D is floated (opening of 15 ^ Concentration Enhancement 
the high voltage switch) for a brief period of time (0.1 to 10 



s), and analyte migrates into the separation channel. For 1 "-^^ 1 
kV applied to the microchip, the field strengths in the buffer, 

sample, sample waste, and separation channels during the i . 

injection are 0, 240, 120, and 110 V/cm, respectively. To 20 

break off the analyte plug, the potential at the buffer reser- , . . . 

voir 16D is reapplied (closing of a high voltage switch) . The Buffer streams of different conductivities can be accu- 

volume of the analyte plug is a function of the injection time, f^"^ y combined on microchips. Described herein ,s a sunplc 

electric field strength, and electrophoretic mobility. ^'^^^'"S f "".^^^ ^o^^ stacking schemes 

The separation buffer and analyte compositions can be 25 can be employed by fabncating a imcrochip with 

quite different, yet with the gated injections the integrity of Gutter reservoirs. In addition, the leading and trailing elec- 

both the analyte and buffer streams can be alternately """ly'.^ '^"^^f ^\ ^^^^'''^^ '° ^^P^"^ 

maintained in the separation channel 34D to perform the stacking, and ultimately, to lower the detection limits 

stacking operation. The analyte stacking depends on the ^^y°'"^ ^hat demonstrated here. It is also noted that much 

relative conductivity of the separation buffer to analyte, y. 3U enhancements are expected for inorganic (elemental) 

For example, with a 5 mM separation buffer and a 0.516 mM '^^."""^ ^""^ f^thc combination of fie d amplified analyte 

sample (0.016 mM dansyl-lysine and 0.5 mM sample "'J"^.';^"" ^'^ ''^"er matchmg of analyte and buffer ion 

buffer), Y is equal to 9.7. FIG. 14 shows two injection mobihties 

profiles for didansyl-lysine in,ccted for 2 s with y equal to Regardless of whether sample stackmg is used, the micro- 

0.97 and 9.7. The injection profile with y=0.97 (the separa- 35 '^'^'P laboratory system lOD of FIG. 12 can be employed to 

don and sample buffers are both 5 mM) shows no stacking. '^^^ electrophoretic separation of an analyte composed 

The second profile with y=9.7 shows a modest enhancement °[ rhodamme B and sulforhodamine. FIG 15 are electro- 

of 3.5 for relative peak heights over the injection with Pherograms at (a) 3.3 cm, (b) 9.9 cm, and (c) 16.5 cm from 

7=0.97. Didansyl-lysine is an anion, and thus stacks at the *e point of mjection tor rhoclamine B (less retained) and 

rear boundary of the sample buffer plug. In addition to 40 sultorhodamine (more retained). I hcsc were taken using the 

increasing the analyte concentration, the spatial extent of the & "owing conditions: injection type was pinched, E,„~500 

plug is confined. TTie injection profile with y=9.7 has a width E-^^? buffer=50 mM sodium tetraborate at 

at half-height of 0.41 s, while the injection profile with 9-2. To obtam electropherograms in the conventional 

Y=0.97 has a width at half-height of 1.88 s. The electric field ^^"gl^ P"!"' ^ete^ion with the helmm-neon laser 

• .1 , 1 1 • ■ (green Ime) was used at diiierent locations down the axis of 

strength in the separation channel 34D during the injection 45 vs'^^" "^^j <r,^,^^^ cii ^ijli^i^ui i,-,wciii,jiio u,-,„u 

(injection field strength) is 95% of the electric field strength the separation channel 34D. 

in the separation channel during the separation (^^paration . ^ important measure of the utility of a separaUon system 

field strength). These profiles arc measured while the scpa- ^ ^h^ °^ P^^^^^ generated per unit Ume, as given by 

ration field strength is applied. For an injection time of 2 s, * ormu a 

an injection plug width of 1.9 s is expected for Y=0.97. 50 N7t=lv(Ht) 

The concentration enhancement due to stacking was , »t • • , ,- , • , , • , 

evaluated for several sample plug lengths and relative con- ^1"."^ ^ °* theoretical plates, t is the sepa- 

ductivities of the separation buffer and analyte. The ration time, L is the length ot the separation column and H 

enhancement due to stacking increases with increasing rela- .t^f ^^"^^^ equivalent to a theoretical plate. The plate 

live conductivities, y. In Table 1, the enhancement is listed 55 "^"Snt, H, can be written as 

for g from 0.97 to 970. Although the enhancement is largest h=a+r/u 

when Y=970, the separation efSciency suffers due to an . • ■ r ■ ... r , • • • 

electroosmotic pressure originating at the concentration where A ,s the sum of the contributions from the injection 

boundary when the relative conductivity is too large. A P^^^S the detector patti Icngtii, B is equal to 2D 

compromise between the stacking enhancement and sepa- 60 T'^^'^ ^ the diffusion coefEcient for the analyte m the 

ration efficiency must be reached and y=10 has beeu found u is the Imear velocity of the analyte. 

to be optimal. For separations performed using stacked Combining the two equations above and substituting 

injections with y=97 and 970, didansyl-lysine and dansyl- u=^'E where // is the effective electrophoretic mobihty of the 

isoleucine could not be resolved due to a loss in efEciency. ^."^'ly'^ ^""t T"" 1 "'"''"^ i ^ f' ' ^^'^""H 

A, . tu ■ ■ f lu „■ u- ■ ^- time can be expressed as a function of the electric field 

Also, because the injection process on the microchip is 65 ^ 

computer controlled, and the column is not physically trans- ^ ' 

ported from vial to vial, the reproducibility of the stacked N/t=(/iEf/(A/jE+B) 



5,858,195 



21 



22 



At low electric field strengths when axial diEEusion is the 
dominant form of band dispersion, the term AfiE is small 
relative to B and consequently, the number of plates per 
second increases with the square of the electric field 
strength. 5 

As the electric field strength increases, the plate height 
approaches a constant value, and the plates per unit time 
increases linearly with the electric field strength because B 
is small relative to A^E. It is thus advantageous to have A as 
small as possible, a benefit of the pinched injection scheme. 10 

The efEciency of the electrophoretic separation of 
rhodamine B and sulforhodamine at ten evenly spaced 
positions was monitored, each constituting a separate 
experiment. At 16.5 cm from the point of injection, the 
efficiencies of rhodamine B and sulforhodamine are 38,100 is 
and 29,000 plates, respectively. EfiSciencies of this magni- 
tude are sufficient for many separation applications. The 
linearity of the data provides information about the unifor- 
mity and quality of the channel along its length. If a defect 
in the channel, e.g., a large pit, was present a sharp decrease 20 
in the efficiency would result; however, none was detected. 
The efficiency data are plotted in FIG. 16 (conditions for 
FIG. 16 were the same as for FIG. 15). 

A similar separation experiment was performed using the 
microchip analyte injector lOR of FIG. 6. Because of the 2.5 
straight separation channel 34B, the analyte injector lOB 
enables faster separations than ate possible using the ser- 
pentine separation channel 34D of the alternate analyte 
injector lOD shown in FIG. 12. In addition, the electric field 
strengths used were higher (470 V/cm and 100 V/cm for the 3U 
buffer and separation channels 26B, 34B, respectively), 
which further increased the speed of the separations. 

One particular advantage to the planar microchip labora- 
tory syslcin lOli of the present invention is that with laser 
induced lluorescence the point of detection can be placed 35 
anywhere along the separation column. The elcclrophero- 
grams are detected at separation length of 0.9 mm, 1.6 mm 
and 11.1 mm from the injection intersection 40B. The 1.6 
mm and 11.1 mm separation lengths were used over a range 
of electric field strengths from 0.06 to 1.5 kV/cm, and the 40 
separations had baseline resolution over this range. At an 
electric field strength of 1.5 kV/cm, the analytes, rhodamine 
B and fluorescein, are resolved in less than 150 ms for the 
0.9 mm separation length, as shown in FIG. 17(a), in less 
than 260 ms for the 1.6 mm separation length, as shown in 45 
FIG. 17(b), and in less than 1.6 seconds for the 11.1 mm 
separation length, as shown in FIG. 17(c). 

Due to the trapezoidal geometry of the channels, the upper 
corners make it difficult to cut the sample plug away 
precisely when the potentials are switched from the sample 50 
loading mode to the separation mode. Thus, the injection 
plug has a slight tail associated with it, and this effect 
prolDably accounts for the tailing observed in the separated 
peaks. 

In FIG. 18, the number of plates per second for the 1.6 55 
mm and 11.1 mm separation lengths are plotted versus the 
electric field strength. The number of plates per second 
quickly becomes a linear function of the electric field 
strength, because the plate height approaches a constant 
value. The symbols in FIG. 18 represent the experimental 60 
data collected for the two analytes at the 1.6 mm and 11.1 
mm separation lengths. The lines are calculated using the 
previously-stated equation and the coefficients are experi- 
mentally determined. A slight deviation is seen between the 
experimental data and the calculated numbers tor rhodamine 65 
B at the 11.1 mm separation length. This is primarily due to 
experimental error. 



Electrochromatography 

A problem with electrophoresis for general analysis is its 
inability to separate uncharged species. AH neutral species in 
a particular sample will have zero electrophoretic mobility, 
and thus, the same migration time. The microchip analyte 
injector lOD shown in FIG. 12 can also be used to perform 
electrochromatography to separate non-ionic analytes. To 
perform such electrochromatography, the surface of the 
separation chaimcl 34D was prepared by chemically bond- 
ing a reverse, phase coating to the walls of the separation 
channel after bonding the cover plate to the substrate to 
enclose the channels. The separation channel was treated 
with IM sodium hydroxide and then rinsed with water. The 
separation channel was dried at 125° C. for 24 hours while 
purging with helium at a gauge pressure of approximately 50 
kPa. A 25% (w/w) solution of chlorodimethyloctaldecylsi- 
lane (ODS, Aldrich) in toluene was loaded into the separa- 
tion channel with an over pressure of helium at approxi- 
mately 90 kPa. The ODS/toluene mixture was pumped 
continuously into the column throughout the 18 hour reac- 
tion period at 125° C. The channels are rinsed with toluene 
and then with acetonitrile to remove the unreacted ODS. The 
laboratory system lOD was used to perform electrochro- 
matography on an analytes composed of coumarin 440 
(C440), coumarin 450 (C450) and coumarin 460 (C460, 
Exciton Chemical Co., Inc.) at 10 /iM for the direct fluo- 
rescent measurements of the separations and 1 ^uM for the 
indirect fluorescent measurements of the void time. A 
sodium tetraborate buffer (10 mM, pH 9.2) with 25% (v/v) 
acetonitrile was the buffer. 

The analyte injector lOD was operated under a pinched 
analyte loading mode and a separation (run) mode as 
described above with respect to FIG. 6. The analyte is loaded 
into the injection cross via a frontal chromalogram traveling 
from the analyte reservoir 161) to the analyte waste reservoir 
18D, and once the front of the slowest analyte passes 
through the injection intersection 40D, the sample is ready 
to be analyzed. To switch to the separation mode, the applied 
potentials are reconfigured, for instance by manually throw- 
ing a switch. After switching the applied potentials, the 
primary flow path for the separation is from the buffer 
reservoir 12D to the waste reservoir 20D. In order to inject 
a small analyte plug into the separation channel 34D and to 
prevent bleeding of the excess analyte into the separation 
channel, the analyte and the analyte waste reservoirs 16D, 
18D are maintained at 57% of the potential applied to the 
buffer reservoir 12D. This method of loading and injecting 
the sample is time-independent, non-biased and reproduc- 
ible. 

In FIG. 19, a chromalogram of the coumarins is shown for 
a linear velocity of 0.65 mm/s. For C440, 11700 plates was 
observed which corresponds to 120 plates/s. The most 
retained component, C460, has an efficiency nearly an order 
of magnitude lower than for C440, which was 1290 plates. 
The undulating background in the chromatograms is due to 
background fluorescence from the glass substrate and shows 
the power instability of the laser. This, however, did not 
hamper the quaHty of the separations or detection. These 
results compare quite well with conventional laboratory 
High Performance LC (HPLC) techniques in terms of plate 
numbers and exceed HPLC in speed by a factor of ten. 
Efficiency is decreasing with retention faster than would be 
predicted by theory. This effect may be due to overloading 
of the monolayer stationary or kinetic effects due to the high 
speed of the separation. 

MiceUar Electrokinetic Capillary Chromatography 

In the electrochromatography experiments discussed 
above with respect to FIG. 19, sample components were 
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separated by their partitioning interaction with a stationary 
phase coated on the channel walls. Another method of 
separating neutral analytes is micellar electrokinetic capil- 
lary chromatography (MECC). MECC is an operational 
mode of electrophoresis in which a surfactant such as 5 
sodium dodecylsulfate (SDS) is added to the buffer in 
sufficient concentration to form micelles in the buffer In a 
typical experimental arrangement, the micelles move much 
more slowly toward the cathode than does the surrounding 
buffer solution. The partitioning of solutes between the 10 
micelles and the surrounding buHer solution provides a 
separation mechanism similar to that of liquid chromatog- 
raphy. 

The microchip laboratory lOD of FIG. 12 was used to 
perform on an analyte composed of neutral dyes coumarin 15 
440 (C440), coumarin 450 (C450), and coumarin 460 

(C460, Exciton Chemical Co., Inc.). Individual stock solu- 
tions of each dye were prepared in methanol then diluted 
into the analysis buffer before use. The concentration of each 
dye was approximately 50 /(M unless indicated otherwise. 20 
The MECC buffer was composed of 10 mM sodium borate 
(pH 9.1), 50 mM SDS, and 10% (v/v) methanol. The 
methanol aids in solubilizing the coumarin dyes in the 
aqueous buffer system and also affects the partitioning of 
some of the dyes into the micelles. Due care must be used 2.5 
in working with coumarin dyes as the chemical, physical, 
and toxicological properties of these dyes have not been 
fully investigated. 

The microchip laboratory system lOD was operated in the 
"pinched injection" mode described previously. The volt- 3U 
ages applied to the reservoirs are set to either loading mode 
or a "rim" (separation) mode. In the loading mode, a frontal 
chroiiiatogram of the solution in the analyte reservoir 16D is 
piiiiipcd cIcctrooNiiiotically through the intersection and into 
the analyte waste reservoir 18D. Voltages applied to the 35 
buffer and waste reservoirs also cause weak flows into the 
intersection from the sides, and then into the analyte waste 
reservoir 18D. The chip remains in ihi.s mode until the 
slowest moving component of the analyte has passed 
through the intersection 40D. At this point, the analyte plug 40 
in the intersection is representative of the analyte solution, 
with no electrokinetic bias. 

An injection is made by switching the chip to the "run" 
mode which changes the voltages applied to the reservoirs 
such that buffer now flows from the buffer reservoir 12D 45 
through the intersection 40D into the separation channel 
34D toward the waste reservoir 20D. The plug of analyte 
that was in the intersection 40D is swept into the separation 
channel 34D. Proportionately lower voltages are applied to 
the analyte and analyte waste reservoirs 16D, 180 to cause 50 
a weak flow of buffer from the buffer reservoir 12D into 
these channels. These flows ensure that the sample plug is 
cleanly "broken ofP' from the analyte stream, and that no 
excess analyte leaks into the separation channel during the 
analysis. 55 

The results of the MECC analysis of a mixture of C440, 
C450, and C460 are shown in FIG. 20. The peaks were 
identified by individual analyses of each dye. The migration 
time stability of the first peak, C440, with changing metha- 
nol concentration was a strong indicator that this dye did not 60 
partition into the micelles to a significant extent. Therefore 
it was considered an electroosmotic flow marker with migra- 
tion time tO. The last peak, C460, was assumed to be a 
marker for the micellar migration time, tm. Using these 
values of tO and tm from the data in FIG. 20, the calculated 65 
elution range, tO/tm, is 0.43. This agrees well with a litera- 
ture value of tO/tm =0.4 for a similar buffer system, and 



supports our assumption. These results compare well with 
conventional MECC performed in capillaries and also shows 
some advantages over the electrochromatography experi- 
ment described above in that efficiency is retained with 
retention ratio. Further advantages of this approach to sepa- 
rating neutral species is that no surface modification of the 
walls is necessary and that the stationary phase is continu- 
ously refreshed during experiments. 
Inorganic Ion Analysis 

Another laboratory analysis that can be performed on 
either the laboratory system lOB of FIG. 6 or the laboratory 
system lOD of FIG. 12 is inorganic ion analysis. Using the 
laboratory system lOB of FIG. 6, inorganic ion analysis was 
performed on metal ions completed with 
8-hydroxyquinoline-5-sulfomc acid (HQS) which are sepa- 
rated by electrophoresis and detected with UV laser induced 
fluorescence. HQS has been widely used as a ligand for 
optical determinations of metal ions. I'he optical properties 
and the solubility of HQS in aqueous media have recently 
been used for detection of metal ions separated by ion 
chromatography and capillary electrophoresis. Because 
uncomplexed HQS does not fluoresce, excess ligand is 
added to the buffer to maintain the complexation equilibria 
during the separation without contributing a large back- 
ground signal. This benefits both the cllicicncy of the 
separation and detectability of the sample. The compounds 
used for the experiments are zinc sulfate, cadmium nitrate, 
and aluminum nitrate. The buffer is soditmi phosphate (60 
mM, pH 6.9) with 8-hydroxyquinoline-5-sulfonic acid (20 
mM for all experiments except FIG. 5; Sigma Chemical 
Co.). At least 50 mM sodium phosphate buffer is needed to 
dissolve up to 20 mM HQS. The substrate 49B used was 
fused quartz which provides greater visibility than glass 
substrates. 

■fhc floating or pinched analyte loading, as described 
previously with respect to FIG. 6, is used to transport the 
analyte to the injection intersection 40B. With the floating 
sample loading, the injected plug has no electrophoretic 
bias, but the volume of sample is a function of the sample 
loading time. Because the sample loading time is inversely 
proportional to the field strength used, for high injection 
field strengths a shorter injection time is used than for low 
injection field strengths. For example, for an iiijection field 
strength of 630 V/cm (FIG. 3a), the injection time is 12 s, 
and for an injection field strength of 520 V/cm FIG. 3b), the 
injection time is 14.5 s. Both the pinched and floating sample 
loading can be used with and without suppression of the 
electroosmotic flow. 

FIGS. 21(a) and 21(h) show the separation of three metal 
ions complexed with 8-hydroxyquinoline-5-sulfonic acid. 
AU three complexes have a net negative charge. With the 
electroosmotic flow minimized by the covalent bonding of 
polyacrylamide to the channel walls, negative potentials 
relative to ground are used to manipulate the complexes 
during sample loading and separation. In FIGS. 21(fl) and 
21(b), the separation channel field strength is 870 and 720 
V/cm, respectively, and the separation length is 16.5 mm. 
The volume of the injection plug is 120 pL which corre- 
sponds to 16, 7, and 19 fmol injected for Zn, Cd, and Al, 
respectively, for FIG. 4a. In FIG. 4b, 0.48, 0.23, and 0.59 
fmol of Zn, Cd, and Al, respectively, are injected onto the 
separation column. The average reproducibility of the 
amounts injected is 1.6% rsd (percent relative standard 
deviation) as measured by peak areas (6 replicate analyses). 
The stability of the laser used to excite the complexes is »1 % 
rsd. The detection limits are in a range where useful analyses 
can be performed. 
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Post-Separation Channel Reactor 

An Itemate microchip laboratory system lOE is shown in 
FIG. 22. The five-port pattern of channels is disposed on a 
substrate 49E and with a cover slip 49E', as in the 
previously-described embodiments. The microchip labora- 5 
tory system lOE embodiment was fabricated using standard 
photolithographic, wet chemical etching, and bonding tech- 
niques. A photomask was fabricated by sputtering chrome 
(50 nm) onto a glass slide and ablating the channel design 
into the chrome film via a CAD/CAM laser ablation system lO 
Resonetics, Inc.). The channel design was then transferred 
onto the substrates using a positive photoresist. The channels 
were etched into the substrate in a dilute H^Nh4F bath. To 
form the separation channel 34E, a coverplate was bonded 
to the substrate over the etched channels using a direct 15 
bonding technique. The surfaces were hydrolyzed in dilute 
NH40H,1l202 solution, rinsed in deionized, filtered H,, 
joined and then annealed at 500° C. Cylindrical glass 
reservoirs were affixed on the substrate using RTV silicone 
(made by General Electric). Platinum electrodes provided 20 
electrical contact from the voltage controller 46E (Spellman 
CZEIOOOR) to the solutions in the reservoirs. 

The channel 26E is in one embodiment 2.7 mm in length 
from the first reservoir 12E to the intersection 40E, while the 
channel 30E is 1 .0 mm, and the third channel 32E is 6.7 mm. 2.5 
The separation channel 34E is modified to be only 7.0 mm 
in length, due to the addition of a reagent reservoir 22E 
which has a reagent channel 36E that connects to the 
separation channel 34E at a mixing tee 44E. Thus, the length 
of the separation channel 34E is measured from the inter- 30 
section 40E to the mixing tee 44E. The channel 56 extending 
from the mixing tee 44E to the waste reser\'oir 20E is the 
reaction column or channel, and in the illustrated embodi- 
ment this channel is 10.8 mm in length. The length of the 
reagent channel 36E is if. 6 mm. 35 

In a representative example, the FIG. 22 embodiment was 
used to separate an analyte and the separation was monitored 
on-microchip via fluorescence using an argon ion laser 
(351.1 nm, 50 mW, Coherent Innova 90) for excitation. The 
fluorescence signal was collected with a photomultiplier 40 
tube (PMT, Oriel 77340) for point detection and a charge 
coupled device (CCD. Princeton Instruments, Inc. TE/CCD- 
512TKM) for imaging a region of the microchip 90. The 
compounds used for testing the apparatus were rhodamine B 
(Exciton Chemical Co., Inc.) arginine, glycine, threonine 45 
and o-phthaldialdehyde (Sigma Chemical Co.) A sodium 
tetraborate buffer (20 mM pH 9.2) with 2% (v/v) methanol 
and 0.5% (v/v) fS-mcrcaptocthanol was the buffer in all tests. 
The concentrations of the amino acid, OPA and rhodamine 
B solutions were 2 mM, 3.7 mM, and 50 uM, respectively. 50 
Several run conditions were utilized. 

The schematic view in FIG. 23 demonstrates one example 
when 1 kV is applied to the entire system. With this voltage 
configuration, the electric field strengths in the separation 
channel 34E (E^^^) and the reaction channel 36E (E^^) are 55 
200 and 425 V/cm, respectively. This allows the comljining 
of 1 part separation effluent with 1.125 parts reagent at the 
mixing tee 44E. An analyte introduction system such as this, 
with or without post-column reaction, allows a very rapid 
cycle time for multiple analyses. 60 

Tlie electropherograms; (A) and (B) in FIG. 24 demon- 
strate the separation of two pairs of amino acids. The voltage 
configuration is the same as in FIG. 23, except the total 
applied voltage is 4 kV which corresponds to an electric field 
strength of 800 V/cm in the separation column (Ej^^) and 65 
1,700 V/cm in the reaction column (E^). The injection times 
were 100 ms for the tests which correspond to estimated 



injection plug lengths of 384, 245, and 225 fim for arginine, 
glycine and threonine, respectively. The injection volumes 
of 102, 65, and 60 pL correspond to 200, 130, and 120 fmol 
injected for arginine, glycine and threonine, respectively. 
The point of detection is 6.5 mm downstream from the 
mixing tee which gives a total column length of 13.5 mm for 
the separation and reaction. 

The reaction rates of the amino acids with the OPA are 
moderately fast, but not fast enough on the time scale of 
these experiments. An increase in the band distortion is 
observed because the mobilities of the derivatized com- 
pounds are different from the pure amino acids. Until the 
reaction is complete, the zones of unreacted and reacted 
amino add wiU move at different velocities causing a 
broadening of the analyte zone. As evidenced in FIG. 24, 
glycine has the greatest discrepancy in electrophoretic 
mobilities between the derivatized and un-derivatized amino 
acid. To ensure that the excessive band broadening was not 
a function of the retention time, threonine was also tested. 
Threonine has a sUghtly longer retention time than the 
glycine; however the broadening is not as extensive as for 
glycine. 

To test the efficiency of the microchip in both the sepa- 
ration column and the reaction column, a fluorescent laser 
dye, rhodamine R, was iLsed as a probe. Efficiency measure- 
ments calculated from peak widths at half height were made 
using the point detection scheme at distances of 6 mm and 
8 mm from the injection cross, or 1 mm upstream and 1 mm 
downstream from the mixing tee. This provided information 
on the effects of the mixing of the two streams. 

The electric field strengths in the reagent column and the 
separation column were approximately equal, and the field 
strength in the reaction column was twice that of the 
separation column. This configuration of the applied volt- 
ages allowed an approximately 1:1 volume ratio of deriva- 
lizing reagent and effluent from the separation column. As 
the field strengths increased, the degree of turbulence at the 
mixing tee increased. At the separation distance of 6 mm (1 
mm upstream from the mixing tee), the plate height as 
expected as the inverse of the linear velocity of the analyte. 
At the separation distance of 8 mm (1 mm upstream from the 
mixing tee), the plate height data decreased as expected as 
the inverse of the velocity of the analyze. At the separation 
distance of 8 mm (1 mm downstream from the mixing tee), 
the plate height data decreases from 140 V/cm to 280 V/cm 
to 1400 V/cm. This behavior is abnormal and demonstrates 
a band broadening phenomena when two streams of equal 
volumes converge. The geometry of the mixing tec was not 
optimized to minimize this band distortion. Above separa- 
tion field strength of 840 V/cm, the system stabilizes and 
again the plate height decreases with increasing linear 
velocity For E^^^=1400 V/cm, the ratio of the plate heights 
at the 8 mm and 6 mm separation lengths is 1.22 which is 
not an unacceptable loss in efficiency for the separation. 

The intensity of the fluorescence signal generated from 
the reaction of OPA with an amino acid was tested by 
continuously pumping glycine down the separation channel 
to mix with the OPA at the mixing tee. The fluorescence 
signal from the OPA/amino acid reaction was collected 
using a CCD as the product moved downstream from the 
mixing tee. Again, the relative volume ratio of the OPA and 
glycine streams was 1.125. OPA has a typical half-time of 
reaction with amino acids of 4 s. The average residence 
times of an analyte molecule in the window of observation 
are 4.68, 2.34, 1.17, and 0.58 s for the electric field strengths 
in the reaction column (E,-^) of 240, 480, 960, and 1920 
V/cm respectively. The relative intensities of the fluores- 
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cence correspond qualitatively to this 4 s half-time of Pre-Separation Channel Reaction System 

reaction. As the field strength increases in the reaction Instead of the post-separation channel reactor design 

channel, the slope and maximum of the intensity of the shown in FIG. 22, the microchip laboratory system lOF 

fluorescence shifts further downstream because the glycine shown in FIG. 25 includes a pre-separation channel reactor, 

and OPA are swept away from the mixing tee faster with 5 The pre-separation channel reactor design shown in FIG. 25 

higher field strengths. Ideally, the observed fluorescence is similar to that shown in FIG. 1, except that the first and 

from the product would have a step function of a response second channels 26F, 28F form a "goal-post" design with the 

following the mixing of the separation effluent and deriva- reaction chamber 42F rather than the "Y" design of FIG. 1. 

tizing reagent. However, the kinetics of the reaction and a The reaction chamber 42F was designed to be wider than the 

finite rate of mixing dominated by diffusion prevent this lo separation channel 34F to give lower electric field strengths 

from occurring. in the reaction chamber and thus longer residence times for 

The separation using the post-separation channel reactor the reagents. The reaction chamber is 96 fmi wide at half- 
employed a gated injection scheme in order to keep the depth and 6.2 fm deep, and the separation channel 34F is 31 
analyte, buffer and reagent streams isolated as discussed fim wide at half-depth and 6.2 fim deep, 
above with respect to FIG. 3. For the post-separation chan- 15 The microchip laboratory system lOF was used to per- 
nel reactions, the microchip was operated in a continuous form on-line pre-separation channel reactions coupled with 
analyte loading/separation mode whereby the analyte was electrophoretic analysis of the reaction products. Here, the 
continuously pumped from the analyte reservoir 12E reactor is operated continuously with small aliquots intro- 
through the injection intersection 40E toward the analyte duced periodically into the separation channel 34F using the 
waste reser\'oir 18E. Duft'er was simufianeously pumped 20 gated dispenser discussed above with respect to FIG. 3. The 
froiu the buffer reservoir 16E toward the analyte waste and operation of the microchip consists of three elements; the 
waste reservoirs 18E, 20E to deflect the analyte stream and derivatization of amino acids with o-phthaldialdehyde 
prevent the analyte from migrating down the separation (OPA), injection of the sample onto the separation column, 
channel. To inject a small aliquot of analyte, the potentials and the separation/ detection of the components of the 
at the buffer and analyte waste reservoirs 16F, 18E are 2.5 reactor effluent. The compounds used for the experiments 
simply floated for a short period of time (-100 ms) to allow were arginine (0.48 mM, glycine (0.58mM), and OPA (5.1 
the analyte to migrate down the separation channel as an mM; Sigma Chemical Co). The buffer in aU of the reservoirs 
analyte injection plug. To break off the injection plug, the was 20 mM sodium tetraborate with 2% (vA') methanol and 
potentials at the buffer and analyte waste reservoirs 16E, 0.5% (v/v) 2-mercaptoethanol. 2-mercaptoethanol is added 
18E are reapphed. 3U to the buffer as a reducing agent for the derivatization 

The use of micromachined post-column reactors can reaction, 

improve the power of post-separation channel reactions as To implement the reaction the reservoirs 12F, 14F, 16F, 

an analytical tool by minimizing the volume of the extra- 181', and 201' were simultaneously given controlled voltages 

channel plumbing, especially between the separation and of i).5 IIV, 0.5 HV, HV. 0.2 IIV, and ground, respectively, 

reagent channels 34E, 36H. This microchip design (FIG. 22) 35 This configuration allowed the lowest potential drop across 

was fabricated with modest lengths for the separation chan- the reaction chamber 42F (25 V/cm for 1.0 kV applied to the 

nel 34E (7 mm) and reagent channel 36E (10.8 mm) which microchip) and highest across the separation channel 34F 

were more than sufficient for this demonstration. Longer (300 V/cm for 1.0 kV applied to the microchip) without 

separation channels can be manufactured on a similar size significant bleeding of the product into the separation chan- 

microchip using a serpentine path to perform more difficult 40 nel when using the gated injection scheme. 'ITie voltage 

separations as discussed above with respect to FIG. 12. To divider used to establish the potentia's applied to each of the 

decrease post-mixing tee band distortions, the ratio of the reservoirs had a total resistance of lOOMQ with lOMQ 

channel dimensions between the separation channel 34E and divisions. The analyte from the first reservoir 12F and the 

reaction channel 56 should be minimized so that the electric reagent from the second reservoir 14F are electroosmoticaUy 

field strength in the separation channel 34E is large, i.e., 45 pumped into the reaction chamber 42F with a volumetric 

narrow channel, and in the reaction channel 56 is small, i.e., ratio of 1:1.06. Therefore, the solutions from the analyte and 

wide channel. reagent rcscn.'oirs 12F, 14F are diluted by a factor of =2. 

For capillary separation systems, the small detection Buftcr was simultaneously pumped by clcctroosmosis from 

volumes can limit the number of detection schemes that can the buffer reservoir 16 toward the analyte waste and waste 

be used to extract information. Fluorescence detection 50 reservoirs 18F, 20F. This buffer stream prevents the newly 

remains one of the most sensitive detection techniques for formed product from bleeding into the separation channel 

capillary electrophoresis. When incorporating fluorescence 34F. 

detection into a system that does not have naturally fluo- Preferably, a gated injection scheme, described above 
rescing analytes, derivatization of the analyte must occur with respect to FIG. 3, is used to inject effluent from the 
either pre- or post-separation. When the fluorescent "tag" is 55 reaction chamber 42F into the separation channel 34F. The 
short lived or the separation is hindered by pre-separation potential at the buffer reservoir 16F is simply floated for a 
derivatization, post-column addition of derivatizing reagent brief period of time (0.1 to 1.0 s), and sample migrates into 
becomes the method of choice. A variety of post-separation the separation channel 34F. To break off the injection plug, 
reactors have been demonstrated for capillary electrophore- the potential at the bufter reservoir 16F is reapplied. The 
sis. However, the ability to construct a post-separation 60 length of the injection plug is a function of both the time of 
reactor with extremely low volume connections to minimize the injection and the electric field strength. With this con- 
band distortion has been difficult. The present invention figuration of applied potentials, the reaction of the amino 
takes the approach of fabricating a microchip device for acids with the OPA continuously generates fresh product to 
electrophoretic separations with an integrated post- be analyzed. 

separation reaction channel 56 in a single monolithic device 65 Asignificant shortcoming of many capillary electrophore- 

enabling extremely low volume exchanges between indi- sis experiments has been the poor reproducibility of the 

vidual channel functions. injections. Here, because the microchip injection process is 
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computer controlled, and the injection process involves the 
opening of a single high voltage switch, the injections can be 
accurately timed events. FIG. 26 shows the reproducibility 

of the amount injected (percent relative standard deviation, 
% rsd, for the integrated areas of the peaks) for both arginine 5 
and glycine at injection field strengths of 0.6 and 1.2 kV/cm 
and injection times ranging from 0.1 to 1.0 s. For injection 
times greater than 0.3 s, the percent relative standard devia- 
tion is below 1.8%. This is comparable to reported values for 
commercial, automated capillary electrophoresis instru- lo 
ments. However, injections made on the microchip are =100 
times smaller in volume, e.g. 100 pL on the microchip versus 
10 nL on a commercial instrument. Part of this fluctuation is 
due to the stability of the laser which is >"0.6%. For injection 
times>0.3 s, the error appears to be independent of the is 
compound injected and the injection field strength. 

FIG. 27 shows the overlay of three clcctrophorctic sepa- 
rations of arginine and glycine after on-microchip pre- 
column derivatization with OPA with a separation field 
strength of 1.8 kV/cm and a separation length of 10 mm. The 20 
separation field strength is the electric field strength in the 
separation channel 34F during the separation. The field 
strcnglh in the rcacliv)n chamber 421' is LSO V cm. I he 
reaction times for the analytes is inversely related to their 
mobilities, e.g., for arginine the reaction time is 4.1 s and for 25 
glycine the reaction time is 89 s. The volumes of the injected 
plugs were 150 and 71 pL for arginine and glycine, 
respectively, which correspond to 35 and 20 fmol of the 
amino acids injected onto the separation chatmel 34F. The 
gated injector allows rapid sequential injections to be made. 3U 
In this particular case, in analysis could be performed every 
4 s. Tlic observed electrophoretic mobilities for the com- 
pounds arc delei inincd by a linear fit to the variation of the 
linear velocity with the separation field strength. The slopes 
were 29.1 and 13.3 mm~/(kVas) for arginine and glycine, 35 
respectively. No evidence ofJoule heating was observed as 
indicated by the linearity of the velocity versus field strength 
data. A linear fit produced correlation coefficients of 0.999 
for arginine and 0.996 for glycine for separation field 
strength from 0.2 to 2.0 kV/cm. 40 

With increasing potentials applied to the microchip Labo- 
ratory system lOF, the field strengths in the reaction chamber 
42F and separation channel 34F increase. 'ITiis leads to 
shorter residence times of the reactants in the reaction 
chamber and faster analysis times for the products. By 45 
varying the potentials applied to the microchip, the reaction 
kinetics can be studied. The variation in amount of product 
generated with reaction time is plotted in FIG. 28. The 
response is the integrated area of the peak corrected for the 
residence time in the detector observation window and 50 
photoblcaching of the product. The offset between the data 
for the arginine and the glycine in FIG. 28 is due primarily 
to the difference in the amounts injected, i.e. different 
electrophoretic mobilities, for the amino acids. A ten-fold 
excess of OPA was used to obtain pseudo-first order reaction 55 
conditions. The slopes of the Hnes fitted to the data corre- 
spond to the rates of the derivatization reaction. The slopes 
are 0.13 s""' for arginine and 0.11 s""' for glycine correspond- 
ing to half-times of reaction of 5.1 and 6.2 s, respectively. 
These half-times of reaction are comparable to the 4 s 60 
previously reported for alanine. We have found no previ- 
ously reported data for arginine or glycine. 

These results show the potential power of integrated 
microfabricated systems for performing chemical proce- 
dures. The data presented in FIG. 28 can be produced under 65 
computer control within five approximately five minutes 
consuming on the order of 100 nL of reagents. These results 



are unprecedented in terms of automation, speed and voltmie 
for chemical reactions. 
DNA Analysis 

To demonstrate a useful biological analysis procedure, a 
restriction digestion and electrophoretic sizing experiment 
are performed sequentiaUy on the integrated biochemical 
reactor/electrophoresis microchip system lOG shown in 
FIG. 29. The microchip laboratory system lOG is identical 
to the laboratory system shown in FIG. 25 except that the 
separation channel 34G of the laboratory system lOG fol- 
lows a serpentine path. The sequence for plasmid pBR322 
and the recognition sequence of the enzyme Hinf I are 
known. After digestion, determination of the fragment dis- 
tribution is performed by separating the digestion products 
using electrophoresis in a sieving medium in the separation 
channel 34G. For these experiments, hydroxyethyl cellulose 
is used as the sieving medium. At a fixed point downstream 
in the separation channel 34G, migrating fragments are 
interrogated using on-chip laser induced fluorescence with 
an intercalating dye, thiazole orange dimer (TOTO-1), as the 
fluorophore. 

The reaction chamber 420 and separation channel 34G 
shown in FIG. 29 are 1 and 67 mm long, respectively, having 
a width at half-depth of 60 and a depth of 12 /(m. In 
addition, the channel walls are coated with polyacrylamide 
to minimize clectroosmotic flow and adsorption. Electro- 
pherograms are generated using single point detection laser 
induced fluorescence detection. An argon ion laser (10 mW) 
is focused to a spot onto the chip using a lens (100 mm focal 
length). The fluorescence signal is collected using a 
21xobjeclive lens (N.A.=0.42), followed by spatial filtering 
(0.6 mm diameter pinhole) and spectral filtering (560 nm 
bandpass, 40 nm bandwidth), and measured using a photo- 
multipher tube (PMT). The data acquisition and voltage 
switching apparatus are computer controlled. The reaction 
buffer is 10 mM Tris-acetate, 10 mM magnesium acetate, 
and 50 mM potassium acetate. The reaction buffer is placed 
in the DNA, enzyme and waste I reservoirs 12G, 14G, I8G 
shown in FIG. 29. The separation buffer is 9 mM Tris-borate 
with 0.2 mM EDTA and 1% (w/v) hydroxyethyl cellulose. 
The separation buffer is placed in the buffer and waste 2 
reservoirs 16F, 20F. The concentrations of the plasmid 
pBR322 and enzyme Hinf I are 125 ng/]al and 4 units/^, 
respectively. The digestions and separations are performed 
at room temperature (20° C). 

The DNA and enzyme are electrophoretically loaded into 
the reaction chamber 42G from their respective reservoirs 
120, 14G by application of proper electrical potentials. The 
relative potentials at the DNA (12G), enzyme (14G), buffer 
(16G), waste 1 (18G), and waste 2 (20G) reservoirs are 10%, 
10% 0.30%, and 100%, respectively. Due to the electro- 
phoretic mobility differences between the DNA and enzyme, 
the loading period is made sufficiently long to reach equi- 
hbrium. Also, due to the small volume of the reaction 
chamber 42G, 0.7 nL, rapid difFiisional mixing occurs. The 
electroosmotic flow is minimized by the covalent immobi- 
lization of linear polyacrylamide, thus only anions migrate 
from the DNA and enzyme reservoirs 12G, 14G into the 
reaction chamber 42G with the potential distributions used. 
The reaction buffer which contains cations required for the 
enzymatic digestions, e.g. Mg^*, is also placed in the waste 
1 reservoir 18G. This enables the cations to propagate into 
the reaction chamber countercurrent to the DNA and enzyme 
during the loading of the reaction chamber. The digestion is 
performed statically by removing all electrical potentials 
after loading the reaction chamber 42G due to the relatively 
short transit time of the DNA through the reaction chamber. 

Following the digestion period, the products are migrated 
into the separation channel 34F for analysis by floating the 
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voltages to the buffer and waste 1 reservoirs 16F, 18F. The ing the buffer and analyte waste reservoirs 16 and 18 are 

injection has a mobility bias where the smaller fragments are used to make an injection into the liquid chromatography or 

injected in favor of the larger fragments. In these expert- separation channel 34 as discussed above. Finally, reservoir 

ments the injection plug length for the 75-base pair (bp) 22 and its channel 36 attaching to the separation channel 34 

fragment is estimated to be 0.34 mm whereas for the 5 are used to add a reagent, which is added in proportions to 

1632-bp fragment only 0.22 mm. These plug lengths corre- render the species separated in the separation channel detect- 

spond to 34% and 22% of the reaction chamber volume, able. 

respectively. The entire contents of the reaction chamber To execute this process, it is necessary to accurately 
42F cannot be analyzed under current separation conditions control and manipulate solutions in the various channels, 
because the contribution of the injection plug length to the 10 The embodiments described above took very small volumes 
plate height would be overwhelming. of solution (»100 pi) from reservoirs 12 and 40 and accn- 
FoUowing digestion and injection onto the separation rately injected them into the separation channel 34. For these 
channel 34F, the fragments are resolved using 1.0% (w/v) various scenarios, a given volume of solution needs to be 
hydroxyethyl cellulose as the sieving medium. FIG. 30 transferred from one channel to another. For example, 
shows an electropherogram of the restriction fragments of 15 solvent programming for liquid chromatography or reagent 
the plasmid pBR322 following a 2 min digestion by the addition for post-column labeHng reactions requires that 
enzyme Hinf I. To enable efficient on-column staining of the streams of solutions be mixed in precise and known con- 
double-stranded DNA after digestion but prior to centrations. 

interrogation, the intercalating dye, TOTO-1 (1 ,//M), is The mixing of various solvents in known proportions can 

placed in the waste 2 reservoir 20G only and migrates 20 be done according to the present invention by controlling 

countercurrent to the DNA. As expected, the relative inten- potentials which ultimately control electroosmotic flows as 

sity of the bands increases with increasing fragment size indicated in equation 1. According to equation 1 the electric 

because more intercalation sites exist in the larger frag- field strength needs to be known to determine the linear 

ments. The unresolved 220/22f and 507/5f i-bp fragments velocity of the solvent. In general, in these types of fluidic 

having higher intensities than adjacent single fragment 25 manipulations a known potential or voltage is apphed to a 

peaks due to the band overlap. The reproducibihty of the given reservoir. The field strength can be calculated from the 

migration times and injection volumes are 0.55 and 3.1% applied voltage and the characteristics of the channel. In 

relative standard deviation (%/rsd), respectively, for 5 rep- addition, the resistance or conductance of the fluid in the 

licate analyses. channels must also be known. 

This demonstration of a microchip laboratory system lOG 3U The resistance of a channel is given by equation 2 where 
that performs plasmid DNA restriction fragment analysis R is the resistance, p is the resistivity, L is the length of the 
indicates Ihc possibility of automating and miniaturizing channel, and A is the cross-sectional area, 
more sophisticated biochemical procedures. This experi- 
ment represents Ihc most sophisticated integrated microchip R Pji, (2) 
chemical analysis device demonstrated to date. The device 35 ' 

mixes a reagent with an analyte, incubates the analyte/ Y^Mds are usually characterized by conductance which is 

reagent mixture, labels the products, and analyzes the prod- j^st the reciprocal of the resistance as shown in equation 3. 

ucts entirely under computer control while consuming equation 3, K is the electeical conductance, k is the 

10,000 times less material than the typical small volume conductivitv,Ais the cross-sectional area, and Lis the length 

laboratory procedure. 40 above 

In general, the present invention can be used to mix 

different fluids contained in different ports or reservoirs. (3) 

This could be used for a hquid chromatography separation 'i.^. i 

experiment followed by post-column labeling reactions in ^1 

which different chemical solutions of a given volume are 45 Ugjng o(,ms law and equations 2 and 3 we can write the 

pumped into the primary separation channel and other figy strength in a given channel, i, in terms of the voltage 

reagents or solutions can be injected or pumped into the j^op ^^ross that channel divided by its length which is equal 

stream at different times to be mixed in precise and known to the current, I,, through channel i times the resistivity of that 

concentrations. To execute this process, it is necessary to channel divided by the cross-sectional area as shown in 

accurately control and manipulate solutions in the various 50 equation 4. 
channels. 

Pre-/Post-Separation Reactor System g y, ,^ (4) 

FIG. 31 shows the same six port microchip laboratory '"^rA- 

system 10 shown in FIG. 1, which could take advantage of r.u u i ■ i ,u j- n j i * • n 

, . . , T. . , , , , Ihus, II the channel IS both dimensionally and electrically 

this novel mixmg scheme. ParUcular features attached to the 55 , , ■ i ,u u j »u u r »u 

° , ■ rr, ■ , , characterized, the vonace drop across the channel or the 

ditterent ports represent solvent reservours. This laboratory . , i , i i . i * -4, 

, , . „ , , . , ^ current throueh the channel can be used to determine the 

system could potentially be used tor a liqmd chromatogra- i . i , « . .u u tu * u i 

< . ^ . r„ ,, , ,r, solvent velocity or flow rate through that channel as, 

phy separation experiment loUowed by post-column label- , ■ .. c r. • i * j »u » n -j a 

f-"^. . ^ ^ expressed in equation 5. it is also noted that nuid now 

mg reactions. In such an experiment, reservoirs 12 and 14 ^ ^^^^ ^j^^ .^^ ^^^^ ^^^^^ ^1^^ 

would contain solvents to be used m a hquid chromatogra- 60 ^^^^.^^j make-ups of the fluid and surface. 

phy solvent programming type ot separation, e.g., water and 

acetonitrile. y,a/,aFlow 

The channel 34 connected to the waste reservoir 2) and to 

the two channels 26 and 28 connecting the analyte and Obviously the conductivity, K, or the resistivity, p, will 

solvent reservoirs 12 and 14 is the primary separation 65 depend upon the characteristics of the solution which could 

channel, i.e., where the liquid chromatography experiment vary from channel to channel. In many CE appUcations the 

would take place. The intersecting channels 30, 32 connect- characteristics of the buffer will dominate the electrical 
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characteristics of the fluid, and thus the conductance will be 
constant. In the case of liquid chromatography where sol- 
vent programming is performed, the electrical characteris- 
tics of the two mobile phases could differ considerably if a 
buffer is not used. During a solvent programming run where 5 
the mole fraction of the mixture is changing, the conduc- 
tivity of the mixture may change in a nonlinear fashion but 
it will change monotonically from the conductivity of the 
one neat solvent to the other The actual variation of the 
conductance with mole fraction depends on the dissociation 10 
constant of the solvent in addition to the conductivity of the 
individual ions. 

As described above, the device shown schematically in 
FIG. 31 could be used for performing gradient elution Hquid 
chromatography with post-column labeling for detection 15 
purposes, for example. FIG. 31(a), 31(b), and 31(c) show the 
fluid flow requirements for carrying out the tasks involved in 
a liquid chromatography experiment as mentioned above. 
The arrows in the figures show the direction and relative 
magnitude of the flow in the channels. In FIG. 31((7), a 20 
volume of analyte from the analyte reservoir 16 is loaded 
into the separation intersection 40. To execute a pinched 
injection it is necessary to transport the sample from the 
analyte reservoir 16 across the intersection to the analyte 
waste reservoir 18. In addition, to confine the analyte is 
volume, material from the separation channel 34 and the 
solvent reservoirs 12,14 must flow towards the intersection 
40 as shown. The flow from the first reservoir 12 is much 
larger than that from the second reservoir 14 because these 
are the initial conditions for a gradient elution experiment. 3U 
At the beginning of the gradient elution experiment, it is 
desirable to prevent the reagent in the reagent reser\'oir 22 
from entering the separation channel 34. To prevent such 
reagent tlow, a small How of bulTcr from the waste rcscr\'oir 
20 directed toward the reagent channel 36 is desirable and 35 
this flow should be as near to zero as possible. After a 
representative analyte volume is presented at the injection 
intersection 40, the separation can proceed. 

In FIG. 31(6), the run (separation) mode is shown, sol- 
vents from reservoirs 12 and 14 flow through the intetsec- 40 
tion 40 and down the separation chaimel 34. In addition, the 
solvents flow towards reservoirs 4 and 5 to make a clean 
injection of the analyte into the separation channel 34. 
Appropriate flow of reagent from the reagent reservoir 22 is 
also directed towards the separation channel. The initial 45 
condition as shown in FIG. 31(f') is with a large mole 
fraction of solvent 1 and a small mole fraction, of solvent 2. 
The voltages applied to the solvent reservoirs 12, 14 arc 
changed as a function of time so that the proportions of 
solvents 1 and 2 are changed from a dominance of solvent 50 
1 to mostly solvent 2. This is shown in FIG. 31(c). The latter 
monotonic change in applied voltage effects the gradient 
elution liquid chromatography experiment. As the isolated 
components pass the reagent addition channel 36, appropri- 
ate reaction can take place between this reagent and the 55 
isolated material to form a detectable species. 

FIG. 32 shows how the voltages to the various reservoirs 
are changed for a hypothetical gradient elution experiment. 
The voltages shown in this diagram only indicate relative 
magnitudes and not absolute voltages. In the loading mode 60 
of operation, static voltages are applied to the various 
reservoirs. Solvent flow from all reservoirs except the 
reagent reservoir 22 is towards the analyte waste reser\'oir 
18. Thus, the analyte reservoir 18 is at the lowest potential 
and all the other reservoirs are at higher potential. The 65 
potential at the reagent reservoir should be sufiEciently 
below that of the waste reservoir 20 to provide only a slight 



flow towards the reagent reservoir. The voltage at the second 
solvent reservoir 14 should be suflSciently great in magni- 
tude to provide a net flow towards the injection intersection 
40, but the flow should be a low magnitude. 

In moving to the run (start) mode depicted in FIG. 31(6), 
the potentials are readjusted as indicated in FIG. 32. The 
flow now is such that the solvent from the solvents reservoirs 
12 and 14 is moving down the separation channel 34 towards 
the waste reservoir 20. There is also a slight flow of solvent 
away from the injection intersection 40 towards the analyte 
and analyte waste reservoirs 16 and 18 and an appropriate 
flow of reagent from the reagent reservoir 22 into the 
separation channel 34. The waste reservoir 20 now needs to 
be at the minimum potential and the first solvent reservoir 12 
at the maximum potential. All other potentials are adjusted 
to provide the fluid flow directions and magnitudes as 
indicated in FIG. 31(fe). Also, as shown in FIG. 32, the 
voltages applied to the solvent reservoirs 12 and 14 are 
monotonically changed to move from the conditions of a 
large mole fraction of solvent 1 to a large mole fraction of 
solvent 2. 

At the end of the solvent programming run, the device is 
now ready to switch back to the inject condition to load 
another sample. The voltage variations shown in FIG. 32 are 
only to be illustrative of what might be done to provide the 
various lluid Hows in FIGS. 31(fl)-(c). In an actual experi- 
ment some 10 the various voltages may well difler in relative 
magnitude. 

While advantageous embodiments have been chosen to 
illustrate the invention, it will be understood by those skilled 
in the art that various changes and modifications can be 
made therein without departing from the scope of the 
invention as defined in the appended claims. 

I claim: 

1. A microchip laboratory system for analyzing or syn- 
thesizing chemical material, comprising: 

a body having disposed therein, a plurality of integrated 
channels connecting a plurahty of at least five 
reservoirs, at least one reservoir having at least a first 
material disposed therein, and each of at least five of 
the reservoirs simullaneously having separale con- 
trolled electrical potentials associated therewith, said 
electrical potentials presenting a voltage gradient 
between one reservoir and at least one other reservoir, 
to transport said first material from said at least one 
other reservoir through at least one of the plurality of 
integrated channels toward at least one of the other 
reservoirs to expose said first material to one or more 
selected chemical or physical environments. 

2. The system of claim 1, wherein said first material is a 
fluid. 

3. The system of claim 1, wherein said plurafity of 
integrated channels comprises: 

at least three of said plurality of integrated channels in 
fluid communication at a first intersection, each of said 
at least three channels connecting said first intersection 
with a separate one of at least three of the reservoirs; 
and 

wherein said electrical potentials simultaneously associ- 
ated with said at least three reservoirs simultaneously 
transport materials from at least two of the reservoirs to 
the first intersection, to mix the materials from the at 
least two reservoirs at the first intersection. 

4. The system of claim 3, wherein an electrical potential 
at the first intersection is less than the electrical potential 
associated with each of the at least two reservoirs. 

5. The system of claim 1, wherein said plurafity of 
integrated channels comprises: 
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at least first, second, third, and fourth channels in fluid 16. The system of claim 14 wherein the electrical poten- 

commtmication at a first intersection, said first, second, tials transport a second material from the third reservoir 

third, and fourth channels connecting first, second, through the first intersection toward the second reservoir, 

third and fourth reservoirs to said intersection respec- 17. The system of claim 15 wherein the electrical poten- 

tively; and wherein said electrical potential controls the 5 tials transport the second material from the third reservoir 

volume of a first material transported from the first through the first intersection toward the fourth reservoir 

reservoir to the second reservoir through the first inter- preventing the first material from moving through the first 

section by transporting a second material from the third intersection toward the second reservoir after a selected 

reservoir through the first intersection. volume of the first material has passed through the first 

6. The system of claim 5, wherein the electrical potential intersection toward the second reservoir. 

selectively transports the second material from the third 18. The system of claim 15 electrical potentials simulta- 

reservoir through the first intersection toward the second or neously transport the first and second materials from the first 

fourth reservoirs. intersection toward the second reservoir. 

7. The system of claim 5, wherein the electrical potentials 19. The system of claim 14 further comprising a third 
transport the second material through the first intersection channel that connects a tifth reservoir with the first channel 
preventing the first material from moving through the first 15 at a location between the first intersection and the second 
intersection toward the second reservoir, after a selected reservoir. 

volume of the first material has passed the first intersection 20. The system of claim 19, further comprising: an 

toward the second reservoir. additional electrical potential associated with the fifth 

8. The system of claim 5, wherein the electrical potentials reservoir, the additional electrical potential transporting 
transport the first and second materiais into the first inter- 20 material from the fifth reservoir with material transported 
section and toward the second reservoir. fi-om the first intersection toward the second reservoir. 

9. The system of claim 1, wherein the plurality of inte- 21. The system of claim 19, further comprising a sixth 
grated channels comprises: reservoir having a controlled electrical potential associated 

a first channel connecting a first and a second of said at therewith, the third channel connecting the fifth and sixth 
least five reservoirs, a second channel connecting a 25 reservoirs and crossing the first channel at a second inter- 
third and a fourth of said at least five reservoirs the first section between the firth and sixth reservoirs, 
channel and the second channel intersecting at a first 22. The system of claim 21, further wherein the electrical 
intersection' and potentials simultaneously transport material from the fifth 

a third channel connecting a fifth of the at least five sixth reserv'oirs into the second intersection, 

reservoirs, with the second channel at a location 30 TTie ptem of claim 21 wherem the electrical pot^ 

, ^ i J. ^ ■ ^ j..i_r..i_ • tials simultaneously transport material from the fifth and 

between the first intersection and the fourth reservoir. . • .1 1 .u j • * »• j * j 

^ „ r , ■ n ■ ■ , 1 -1 sixth reservoirs through the second mtersection and toward 

10. Ihe system ot claim 9, wlicrcin said electrical potcn- jj^^ second reservoir 

tials sirnultancously transport material from the lilih reser- 34. A microflow control system, comprising a body hav- 

voir and material from the hist intersection toward the fourth ■ integrated channels connecting at least four reservoirs, 

reservoir, to mix the materials from the first intersection and 35 therein first and second reservoirs of the four reservoirs 

tne ntth reservoir. . , , . , , , contain first and second materials, respectively, a channel 

11. Ihc system oi claim 9 wherein the third channe connecting the first reservoir and a third reservoir forming 
connec s the tilth rescTvoir with a sixth reservoir, the third intersection with a channel comiecting tiie second and a 
channel intersecting the second channef; at a second inter- t ,„a 

, , ■ , , fourth reservoir: and 

section the second mtersection being focated at a point on ^„ ,^ ^ ^, ^ 

the third channel between the fifth and sixth reservoirs. ^ " controller that: 

12. The system of claim 11, wherein the electrical poten- ^PP^^^^ ^ electrical potential difference between the 
tials simultaneously transport material from the fifth and reservoir and the third reservoir, and selectively 
sixth reservoirs into the second intersection. applies a potential difference between the second and 

13. Tfie system of claim 12, wherein the electrical poten- fourth reservoirs or the second and third reservoirs to 
tials transport materiai from the firth and sixth reservoirs ^5 transport a selected, variable volume of the first 
through the second intersection toward the first intersection material from the first reservoir through the inter- 
and toward the fourth reservoir, after a sefected volume of section toward the third reservoir. 

materiai from ttie first intersection is transported through the 25. A method of controlling ttie flow of material througti 

second intersection toward the fourth reservoir. an interconnected channel system having at least first and 

14. A microchip flow system, comprising: 50 second channels and at least four reservoirs, the first channel 
a body having first and second channefs disposed therein connecting first and third reservoirs and the second channel 

the first channel connecting first and second reservoirs, connecting second and fourth reservoirs, wherein the first 

the first reservoir having a first material disposed reservoir contains a first materiai, the first channef infersecf- 

therein, and the second channel connecting third and ing second channel at a first intersection between the first 

fourth reservoirs, the first channel intersecting the sec- 55 and third reservoirs, the method comprising: 

ond channel at a point on the first channel between the applying an electrical potential difference between the 

first and second reservoirs to form a first intersection, first reservoir and the third reservoir in a manner that 

and in which at feast three of the reservoirs simulta- transports a selected, variable volume of the first mate- 

neousfy have confroffed efectiicaf potentials associated rial from the first reservoir through the intersection 

therewith said efectricaf potentiafs effecting transport 60 toward the third reser\'oir; and 

of a volume of first materiai from the first reservoir to after a selected time period, simultaneousfy appfying a 

the second reservoir through the first intersection, said selected electrical potentiaf to each of at feast three of 

vofume being sefectivefy controUed by the movement the four reservoirs in a manner that inhibits the move- 

of a materiai from the third reservoir through the first menl of the first material through the intersection 

intersection toward another reservoir. 65 toward the third reservoir. 

15. The system of claim 14 wherein the first material is a 

fluid. ***** 
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